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D. ABREVIATURAS Y SiMBOLOS

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido ribonucleico

AMP: Adenosin monofosfato

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

ATP: Adenosin trifosfato

BUD: Proteina del polarisoma; factor promotor de la nucleacién
BNI: Formina; componente del polarisoma; (Bud Necked Involved)
CCS: Calcium cell survival (Supervivencia celular mediada por calcio)
CDC: Proteina controladora del ciclo celular

CHS: Quitina sintasa

CHSs: Familia de quitina sintasas

CFW: Blanco de calcofluor

CaSR: Receptor extracelular para la deteccién de calcio

cm: centimetro

DKA: Siglas en inglés para cetoacidosis diabética

DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

FM4-64: 4-64 (N-(3-trietilamoniumpropil)-4-(6-(4-(dietilamino) fenilo) hexatrienilo)
piridinio dibromuro)

FPPL: Fungal Priority Pathogens List

GPCRS: Receptores Acoplados a Proteinas G
GSC: complejo de glucano sintasas

GTP: Guanosin trifosfato

GDP: Guanosin difosfato

Ga: Subunidad a de proteina G heterotrimérica
GB: Subunidad (3 de proteina G heterotrimérica

GY': Subunidad Y de proteina G heterotrimérica
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GBY: Dimero BY de proteina G heterotrimérica

GFP: proteina verde fluorescente

GTPasa: Enzima con actividad GTPasa

Gpb1: subunidad beta 1 de proteina G heterotrimérica

Gpb2: subunidad beta 2 de proteina G heterotrimérica

Gpb3: subunidad beta 3 de proteina G heterotrimérica

GEF: Factor intercambiador de guanidina

gpb1: gen que codifica a la subunidad beta 1 de proteina G heterotrimérica

GalXM: Galactoxilomanana
GXM: Glucoronoxilomanana

Glc-NAc: N-acetilgucosamina

HACS: High Affinity Calcium Channels
I+D: Investigacion y Desarrollo

LUCA: Last Universal Common Ancestor
LB: Lysogeny Broth

L: Litro

MIC: Minimum Inhibitory Concentration
mL: Mililitro

Mpb: Millones de pares de bases

NGM: Nematode Growth Medium

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PRRs: Receptores de reconocimiento de patrones
PAMPs: Patrones moleculares asociados a patégenos

PKA: Proteina cinasa A
PkaR: subunidad regulatoria de la proteina cinasa A
PkaC: subunidad catalitica de la proteina cinasa A

RGS: Reguladores de senalizacion por proteinas G
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RAC: una GTPasa

rpm: Revoluciones por minuto
Rho: Es una GTPasa

SI: Sistema Internacional
Spk: Spitzenkorper

SPA: Componente del polarisoma; Antigeno del polo del huso (Spindle Pole
Antigen)

YPG: Yeast Peptone Glucose
YNB: Yeast Nitrogen Base
var: Variante

Agpb1: mutante por delecion del gen codifica a la subunidad beta 1 de proteina G
heterotrimérica

ML: Microlitro
Mm: Micrometro

B-1,4-Glc-NAc: quitina
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. ABREVIATURAS Y NOMBRE COMPLETO DE ORGANISMOS

. victoria: Aequorea victoria

. cerevisiae: Sacharomyces cerevisiae

. pombe: Schizosaccharomyces pombe

. circinelloides: Mucor circinelloides

. lusitanicus: Mucor lusitanicus

. rouxii: Mucor rouxii

. tumefaciens: Agrobacterium tumefaciens
. fumigatus: Aspergillus fumigatus

. mellonella: Galleria mellonella

. capsulatum: Histoplasma capsulatum

uvarum: Hanseniaspora uvarum

. albicans: Candida albicans

neoformans: Cryptococcus neoformans

crassa. Neurospora crassa

. coli: Escherichia coli
. elegans: Caenorhabditis elegans
. auris: Candida auris

. glabrata: Candida glabrata

Spp: especies de

C.
C.
R.
R.
R.
u.

tropicalis: Candida tropicalis

gattii: Cryptococcus gattii

oryzae: Rhizopus oryzae

delemar: Rhizopus delemar
microsporus: Rhizopus microsporus

maydis: Ustilago maydis
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F. COLORANTES Y MARCADORES DESCRITOS EN INVESTIGACION UTILES
PARA LA TINCION/VISUALIZACION DIFERENCIAL DE ESTRUCTURAS
CELULARES

Blanco de calcofluor (CFW, por sus siglas en inglés)

El blanco de calcofluor es un flurocromo no especifico que se une a la celulosa y
a la quitina de las paredes celulares de hongos, plantas y algas. Es usado como un

meétodo rapido para la deteccion de levaduras y hongos patégenos.

DAPI (Diamino-2-fenilindol)

Es un colorante fluorescente usado para teiir nucleos, contenido de ADN, células
fijas y células vivas (aunque de manera menos eficiente, por lo que también se usa
como un marcador de la viabilidad de la membrana). Se une en regiones ricas en

timina y adenina.

FM4-64

Es un colorante que tifie selectivamente las membranas vacuolares de levaduras
con fluorescencia de color rojo. Es altamente lipofilico y es una importante
herramienta para visualizar la dinamica y la morfologia de los organulos vacuolares

y para estudiar la ruta endocitica.

GFP (Proteina verde fluorescente)

La proteina verde fluorescente es una proteina fluorescente producida por la
medusa Aequorea victoria, que emite fluorescencia verde en el espectro visible. El
gen que codifica esta proteina esta aislado y se utiliza habitualmente en biologia

molecular como marcador.
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G. SIMBOLOS DE ELEMENTOS Y FORMULAS QUIMICAS DE COMPUESTOS
USADOS

Tabla 1. Simbolos de elementos y féormulas quimicas de compuestos

Nombre IUPAC Nombre comun Férmula
quimica del
compuesto

Cloruro de calcio Cloruro de calcio CaClz

Acido 2,2',2" 2"-(Etano- | Acido etilendiaminotetraacético | C1oH16N20s

1,2-dinitrilo) tetraacético (EDTA)
2,6-dimetil-4-(2-
nitrofenil)-1,4-
dihidropiridina-3,5- Nifedipino C17H18N20s6

dicarboxilato de dimetilo

(RS)-2-(3,4-
dimetoxifenil)-5-[2-(3,4-
dimetoxifenil)etil-metil-
amino] Verapamilo C27H38N204
-2-(1-
metiletil)pentanenitrilo
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H. PREFIJOS

Los prefijos del Sistema Internacional (Sl) se utilizan para nombrar a los multiplos y
submultiplos de cualquier unidad del Sl, ya sean unidades basicas o derivadas.
Estos prefijos se anteponen al nombre de la unidad para indicar el multiplo o
submultiplo decimal de la misma; del mismo modo, los simbolos de los prefijos se

anteponen a los simbolos de las unidades.

Tabla 2. Prefijos del Sistema Internacional de Unidades

Nombre Simbolo Notacion convencional Notacion cientifica

Peta P 1000000000000000 101°
Tera T 1000000000000 1012
Giga G 1000000000 10°
Mega M 1000000 106
Kilo K 1000 103
Unidad 1 100
Mili M 0.001 103
Micro M 0.000001 106
Nano n 0.000000001 10°
Pico p 0.000000000001 1012
Femto f 0.000000000000001 10°1°
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. RESUMEN

Mucor lusitanicus es un hongo dimoérfico perteneciente al orden de los Mucorales,
considerado un modelo biolégico para el entendimiento de la infeccion oportunista
conocida como mucormicosis. Este Mucoral crece como micelio o levadura y en
términos generales, el micelio exhibe un metabolismo de tipo oxidativo y un fenotipo
virulento, mientras que las levaduras correlacionan con un metabolismo de tipo
fermentativo y un fenotipo no virulento. En otros hongos filamentosos, se ha descrito
que el calcio extracelular estimula procesos celulares como el crecimiento y la
virulencia de 2 formas principalmente, ya sea a través de su transporte pasivo al
interior de la célula mediado por canales de calcio o a través de la percepcion de
este ion mediante su union a receptores acoplados a proteinas G heterotriméricas.
En este proyecto se evalud la participacion de las subunidades Gpb1 y Gpg1 de
proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus en el metabolismo oxidativo
mitocondrial mediado por calcio. Para ello se usaron como herramientas genéticas
a las mutantes por delecion en las 3 subunidades beta y en las 3 subunidades gama
de proteinas G heterotriméricas que posee este Mucoral. Nuestros resultados
mostraron que las mutantes Agpb1y Agpg1 permanecieron insensibles al estimulo
por calcio en cada uno de los experimentos evaluados en cuanto al crecimiento y
virulencia englobados en el metabolismo oxidativo mitocondrial, mientras que la
cepa silvestre respondié positivamente a esta sefal por calcio extracelular
aumentando su crecimiento y virulencia. El resto de las mutantes (Agpb2, Agpb3'y
Agpg2) se comportaron muy similar a la cepa WT a excepcion de la mutante Agpg3,
la cual se comporté muy similar a la cepa WT en los experimentos en los que no se
le suplemento con calcio extracelular, mientras que al ser tratada con calcio redujo
su crecimiento significativamente sugiriendo un probable defecto a nivel de barreras
como la pared celular, la membrana plasmatica y/o sistemas encargados de la
regulacion de sustancias extracelulares. Estos datos sugieren que las subunidades
Gpb1y Gpg1 son esenciales para que M. lusitanicus pueda responder a las senales
extracelulares mediadas por calcio, y que al tener ambas mutantes un fenotipo muy

similar en todos los experimentos evaluados también sugiere que ambas
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subunidades probablemente estarian formando un dimero GB1-GY1 funcional para
el control de los procesos antes descritos posiblemente a través de la represion de
la via AMPc-PKA. Ademas, los analisis in silico sugirieron que el genoma de este
Mucoral posee los genes necesarios para la expresion de las proteinas Cch1y Mid1,
necesarias para la formacién de canales de calcio de alta afinidad (HACS) ubicados
en la membrana plasmatica que permitirian el ingreso del calcio extracelular al
interior de la célula a través del transporte pasivo, permitiendo la homeostasis por
calcio necesaria para el metabolismo de las células. Por otro lado, experimentos
fisiolégicos en los que se usaron a los farmacos nifedipino y verapamilo, conocidos
por bloquear a canales de calcio de alta afinidad en otros hongos filamentosos,
apoyan la hipotesis de que este Mucoral posee la maquinaria necesaria para el
transporte pasivo del calcio extracelular a través del complejo Cch1-Mid1 ubicado

en la membrana plasmatica.

Palabras clave: metabolismo oxidativo, calcio, proteinas G heterotriméricas,
virulencia, canales de calcio de alta afinidad
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J. ABSTRACT

Mucor lusitanicus is a dimorphic fungus belonging to the order of Mucorales,
considered a biological model for understanding the opportunistic infection known
as mucormycosis. This Mucoral grows as mycelium or yeast, and in general terms,
the mycelium exhibits an oxidative type of metabolism and a virulent phenotype,
while yeasts correlate with a fermentative type of metabolism and a non-virulent
phenotype. In other filamentous fungi, extracellular calcium has been described as
a stimulator of cellular processes, such as growth and virulence. This ion has been
reported to stimulate these processes primarily through two pathways: either through
passive transport into the cell mediated by calcium channels or through the
perception of this ion by binding to heterotrimeric G protein-coupled receptors. This
project evaluated the role of the Gpb1 and Gpg1 subunits of heterotrimeric G
proteins of M. lusitanicus in calcium-mediated mitochondrial oxidative metabolism.
For this purpose, deletion mutants in the 3 beta subunits and in the 3 gamma
subunits of heterotrimeric G proteins that this Mucoral possesses were used as
genetic tools. Our results showed that the Agpb7 and Agpg? mutants remained
insensitive to calcium stimulation in each of the experiments evaluated in terms of
growth and virulence encompassed in mitochondrial oxidative metabolism, while the
wild type strain responded positively to this extracellular calcium signal increasing
its growth and virulence. The rest of the mutants (Agpb2, Agpb3 and Agpg?2)
behaved very similar to the WT strain except for the Agpg3 mutant, which behaved
very similar to the WT strain in experiments in which it was not supplemented with
extracellular calcium. In contrast, when treated with calcium it reduced its growth
and virulence significantly suggesting a probable defect at a barrier level such as the
cell wall, the plasma membrane and/or systems responsible for the regulation of
extracellular substances. These data suggest that the Gpb1 and Gpg1 subunits are
essential for M. lusitanicus to respond to calcium mediated extracellular signals, and
that since both mutants have a very similar phenotype in all the experiments
evaluated, it also suggests that both subunits would probably be forming a functional

GB1-GY1 dimer to control the processes described above, possibly through the
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repression of the cAMP-PKA pathway. Furthermore, in silico analysis suggested that
the genome of this Mucoral has the needed genes for the expression of the Cch1
and Mid1 proteins, which make up High-Affinity Calcium Channels (HACS) located
in the plasma membrane that would allow the uptake of extracellular calcium through
passive transport, allowing calcium homeostasis necessary for cell metabolism. On
the other hand, physiological experiments using the drugs nifedipine and verapamil,
known to block HACS in other filamentous fungi, support the hypothesis that this
Mucoral possesses the necessary machinery for the passive transport of
extracellular calcium through the Cch1-Mid1 complex located in the plasma

membrane.

Keywords: oxidative metabolism, calcium, heterotrimeric G proteins, virulence,
high-affinity calcium channels
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|. INTRODUCCION
1.1 Generalidades de los hongos

Los hongos son organismos eucariotas que van desde los microscopicos como
levaduras e hifas, a los macroscopicos como los champifiones. Estos organismos
son abundantes a escala mundial debido a su tamafio pequefio y a su estilo de vida
criptico en el suelo, materia muerta y en descomposicion, como simbiontes con
algas, hongos, briofita, plantas superiores y animales. Aunque los hongos son de
naturaleza muy diversa, su fisiologia celular basica y su genética comparten algunos
componentes en comun con las células vegetales y animales (Mohanta y Bae,
2015).

En la actualidad, la clasificacion taxonémica aceptada de los hongos se basa en el
concepto de especie filogenética y por tanto en estudios filogenéticos (Mohanta y
Bae, 2015). El tamano del genoma de los hongos esta en el intervalo de 8.97 a
177.57 millones de pares de bases nitrogenadas en su ADN (Tabla 5) (Mohanta y
Bae, 2015).

El reino de los hongos esta actualmente clasificado en varios filum principales como
lo son Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota, Monoblepharidomycota,
Neocallimastigomycota, Blastocladiomycota, Glomeromycota,
Entomophthoromycota, y Microsporidia y en subfilum llamados Kickxellomycotina,

Mucoromycotina y Zoopagomycotina (Spatafora et al., 2017).

1. 2 Hongos filamentosos

Los hongos filamentosos han probado ser mejores modelos de estudio que las
levaduras en cuanto a los analisis de procesos celulares tales como el crecimiento
polarizado, la exocitosis, la endocitosis y el trafico de organulos mediado por el

citoesqueleto (Riquelme & Martinez-Nufiez, 2016).

Las hifas son un sistema de filamentos microscopicos que contienen vesiculas

empacadas en sus puntas en crecimiento y que pueden elongarse y ramificarse
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para crear una red de tubos interconectados, que en conjunto forman lo que se
conoce como micelio. Una de las caracteristicas que distinguen a las hifas es la
presencia o ausencia de septos. En especies de hongos con hifas aseptadas, el
nucleo se encuentra en una masa comun de citoplasma. En hifas septadas, cada

segmento contiene uno, dos o mas nucleos (Webster & Weber, 2007) (Figura 1).

Figura 1. Estructura basica de una hifa. A. La primera ilustracion publicada de
una hifa por Malpighi, 1675-1679; B. Diagrama que muestra el interior de una punta
hifal empacada con vesiculas que forman el Spitzenkérper cuya posiciéon dirige la
direccion del crecimiento hifal; C. Hifas de Neurospora crassa en las que se han
resaltado los nucleos con la proteina verde fluorescente (GFP) y la membrana
plasmatica y vesiculas secretoras tefiidas con rojo FM4-64; D. Se representa el
patron polarizado de la sintesis de la pared celular en germinulas de Mucor rouxii
marcadas con N-acetil-D-glucosamina tritiada (Tomada y modificada de Money,
2021).
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1.3 Hongos patogenos de humanos

El reino de los hongos incluye hasta 6 millones de especies y son notables en
términos de la amplitud y profundidad de su impacto en la salud global, la
agricultura, la biodiversidad, la ecologia, la fabricacién y la investigacion biomédica
(Figura 2) (Yadav et al., 2018b).
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fitohormonas, enzimas
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O
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degradacion de
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tratamiento de aguas

residuales

Figura 2. Algunas de las aplicaciones biotecnoldgicas de los hongos. Se
describid que los hongos tienen un sinfin de aplicaciones biotecnoldgicas y mientras
mas se les estudia, mejor se pueden aprovechar sus propiedades. Los hongos
enddfitos han mostrado ser una de las mejores fuentes de compuestos bioactivos
naturales, los cuales tienen potenciales biotecnoldgicos en diversos campos, tales
como en la industria alimenticia, en la medicina, el medio ambiente y la agricultura.

(Tomada y modificada de Yadav et al., 2018b).

Mas de 600 especies de hongos estan asociados con los humanos, ya sea como
comensales y miembros de nuestro microbioma o como patégenos que causan

algunas de las enfermedades infecciosas mas letales (Konopka et al., 2019). Los
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hongos patégenos de humanos causan mas de mil millones de infecciones
humanas cada afo, lo que resulta en mas de 1.6 millones de muertes anuales
(Rokas, 2022). Las personas con sistemas inmunitarios debilitados son la mas
vulnerables, pero las personas sanas también corren el riesgo de contraer
patdogenos conocidos y emergentes, especialmente en situaciones en las que la
infeccion implica un gran in6culo y con el aumento global en la incidencia de
infecciones fungicas invasivas y la aparicion y propagacion de patégenos fungicos
resistentes a todas las clases actuales de antifungicos (Konopka et al., 2019;
Benedict et al., 2018).

El impacto total de las enfermedades fungicas en los seres humanos no es claro,
debido en parte a la falta general de un requisito para que los trabajadores de la
salud informen las infecciones fungicas. Esta brecha ha tenido muchas
consecuencias graves, entre ellas una conciencia publica limitada sobre los hongos
y una capacitacion insuficiente sobre los hongos y las enfermedades fungicas para
los estudiantes de medicina, salud publica y microbiologia. Ademas, hay evidencia
reciente de que la cantidad de especies de hongos asociada con los humanos esta
subestimada debido al hecho de que muchas especies aun no se pueden cultivar
en el laboratorio (Findley et al., 2013; Konopka et al., 2019). La ignorancia resultante
sobre los hongos pone a la sociedad en un riesgo significativo con la aparicion de
nuevos patdégenos fungicos, incluidos aquellos para los que ninguna de las opciones

de tratamiento actuales es eficaz (Konopka et al., 2019).

En octubre de 2022 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) publicé la primer
lista de hongos patégenos prioritarios (FPPL, por sus siglas en inglés) en la que se
prioritizan sistematicamente a los hongos patdégenos de humanos, teniendo en
cuenta sus necesidades de investigacion y desarrollo (I+D) y la importancia
percibida para la salud publica. La lista esta dividida en tres categorias: prioridad
critica, prioridad alta y prioridad media. La prioridad de esta lista se centr6 en
aquellos hongos patdgenos que pueden causar infecciones fungicas sistémicas
agudas y subagudas y para los cuales se ha demostrado la resistencia a los

medicamentos u otros desafios de tratamiento y manejo. El grupo critico incluye a
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Cryptococcus neoformans, Candida auris, Aspergillus fumigatus y Candida
albicans. El grupo de alta prioridad incluye a Candida glabrata, Histoplasma spp.,
agentes causante de eumicetoma, Mucorales, Fusarium spp., Candida tropicalis y
Candida parapsilosis. Finalmente, los hongos patdogenos de prioridad media
incluyen a Scedosporium spp., Lomentospora prolificans, Coccidioides spp., Pichia
kudriavzeveii, Cryptococcus gattii., Talaromyces marneffei, Pneumocistis jirovecii y
Paracoccidioides spp. (Tabla 3) (WHO, 2022).

Tabla 3. Primera lista de hongos patégenos de la OMS

Prioridad critica Prioridad alta
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Tomada y modificada de WHO, 2022

En esta lista publicada por la OMS, se incluyen a los Mucorales y los incluye dentro
del grupo de alta prioridad debido a que en este grupo de hongos existe una gran
ausencia de informacién clinica relevante, o que engloba datos como la incidencia
global anual, el tiempo de estancia en el hospital una vez que se atiende a la
infeccion y al aumento en la incidencia de infecciones causadas por especies de
hongos de este grupo en los ultimos 10 afos. Ademas, de que la prevencion de la
mucormicosis invasiva es un desafio. Aunado a esto, hay que agregar que el acceso
a diagnosticos convencionales y la disponibilidad y asequibilidad de tratamientos
basados en evidencia es desconocido. Otro punto importante para incluirlo dentro
de este grupo es la resistencia intrinseca a varios agentes antifungicos, entre los

que destacan los azoles de cadena corta como el fluconazol, el voriconazol y las
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equinocandinas y que, ademas algunas especies/cepas tienen altos valores de
concentracion minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés) para antifungicos
como la anfotericina B (WHO, 2022).

1.4 Filum Mucoromycota

Hace tiempo los hongos zigomicetos se clasificaron como un solo filum,
Zygomycota, en general, con base en la reproduccion sexual por zigosporas,
reproduccion asexual frecuente por esporangios, ausencia de esporocarpos
multicelulares y la produccion de hifas cenociticas. Sin embargo, el analisis
filogenético molecular basado en unos pocos genes no apoyo la monofilia del filum
y fue posteriormente abandonado. En su lugar, se propuso la existencia de dos
clados principales, los filum Mucoromycota y Zoopagomycota. El abandono del filum
Zygomycota se formalizé en Hibbett et al. (2007), que traté a los hongos zigomicetos
como cuatro subfilums, incluidos Entomophthoromycotina, Kickellomycotina,
Mucoromycotina y Zoopagomycotina (Figura 3). Este Gltimo comprende
Entomophtoromycotina, Kickxellomycotina y Zoopagomycotina; constituye el linaje
divergente mas antiguo de zigomicetos y contiene especies que son principalmente
parasitos y patdgenos de animales pequenos (por ejemplo, amebas, insectos, etc.)
y otros hongos, es decir, micoparasitos. Mucoromycota comprende
Glomeromycotina, Mortierellomycotina y Mucoromycotina; consiste principalmente
en hongos micorrizicos, endofitos de raices y descomponedores de material vegetal
(Spatafora et al., 2016).
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Figura 3. Arbol filogenético del reino fingico basado en una alineacién
concatenada de 192 proteinas ortélogas conservadas. Todas las ramas
recibieron particiones de corrida del 100 % excepto donde se indique el numero
arriba o debajo de su rama respectiva. Las imagenes de ejemplo incluyen: (a)
esporangio de Rhizopus spp. (MEB). (b) zigospora de Phycomyces spp. (MCC). (c)
clamidosporas de Mortierella spp. (MEB). (d) hifa y esporas de Rhizophagus spp.
(MCC). (e) conidios secundarios (replicativos) de Conidiobolus spp. que se forman
en conidios primarios (MEB). (f) conidio balistospérico de Basidiopolus spp. (MEB).
(g) merosporangio de Piptocephalis spp. (MEB). (h) merosporangio de Linderina
spp. (MEB). MCC: Microscopia de Campo Claro, MEB: Microscopia Electrénica de
Barrido (Tomada y modificada de Spatafora et al., 2016).
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1.4.1 Subfilum Mucoromycotina

Este subfilum incluye a los géneros de Mucor, Rhizopus, Absidia, y Rhizomucor.
Muchos de estos se caracterizan por tener un rapido crecimiento, en ser primeros
colonizadores de sustratos ricos en carbono, con varias especies utilizadas en la
industria para la produccion y fermentacién de acidos organicos (Spatafora et al.,
2016).

A su vez, el subfilum Mucoromycotina contiene a los érdenes Endogonales,
Umbelopsidales y Mucorales (Figura 3) (White et al., 2006). Especialmente el orden
Mucorales de Mucoromycotina abarca varias especies patdégenas humanas,
causantes de la infecciéon fangica conocida como mucormicosis. Aunque las
infecciones por hongos mucorales son menos comunes en comparacion con las
aspergilosis o las candidiasis, estos hongos se reconocen cada vez mas como la

fuente de infeccion en pacientes inmunocomprometidos (Schwartze et al., 2016).

1.4.2 Orden Mucorales

Los Mucorales son saproétrofos del suelo con un comportamiento parasitario
ocasional hacia plantas y animales. Comprenden un antiguo linaje cuya distancia
evolutiva de los filos de otros hongos parasitos humanos es evidente en la estructura
de sus hifas, las cuales son fragiles, de paredes delgadas y que carecen de septos,
y en la composicion de sus paredes celulares, en las que la quitina y el quitosano
desempefian los roles estructurales que cumplen los glucanos en los Dikarya
(Figuras 7 y 9) (Kohler, 2017).

Los Mucorales son econédmicamente importantes como agentes de fermentacién de
productos de soja y productores de enzimas, han sido usados en biotecnologia para
la biotransformacion de compuestos importantes para la industria farmacéutica y
médica tales como esteroides y terpenoides (Figura 2). Los mucorales producen
esporas asexuales unicelulares, conocidas como esporangiosporas (Walther et al.,
2019).
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La adquisicion de micronutrientes como el hierro es un requisito basico para un
patdogeno fungico. En los Mucorales, es probable que esta capacidad haya
evolucionado en su interaccion con bacterias: la deferoxamina, un compuesto usado
en la terapia de quelacion en pacientes con sobrecarga de hierro, de quienes por
ejemplo Rhizopus spp. puede adquirir hierro, es un sideréforo bacteriano (Boelaert
et al., 1993). La importancia de la homeostasis del hierro también se ve reflejado en
la descripcién del genoma de uno de los antiguos representantes de los mucorales
Lichteimia spp., en el que las permeasas de hierro/zinc, las hemo oxigenasas y
transportadores de sideréforos no presentes en Rhizopus spp. fueron descubiertos,
por lo que un vinculo entre la limitacion de hierro y la sefalizacion mediada por

calcineurina fue descubierta (Schwartze et al., 2014).

1.4.3 Género Mucor

Mucor es el género mas extenso en especies dentro de los Mucorales. Sus especies
comprenden principalmente saprofitos, pero también enddfitos, parasitos de plantas
y patégenos de humanos causantes de mucormicosis (Walther et al., 2019; Hurdeal
et al., 2021). Las especies de este género forman colonias de crecimiento rapido
que se caracterizan por esporangioforos simples o ramificados. Ademas,
comprende especies mesofilicas con algunas pudiendo crecer a temperaturas
elevadas, pero nunca a mas de 42 °C (Hurdeal et al., 2021). Hasta la fecha, se sabe
que 12 especies del género Mucor son causantes de infecciones: M. amphibiorum,
M. circinelloides, M. griseocyanus, M. indicus, M. irregularis, M. janssenii, M.
lusitanicus, M. plumbeus, M. racemosus, M. ramosissimus, M. variicolumellatus y
M. velutinosus (Pham et al., 2023). Los miembros de este género causan
infecciones cutaneas predominantemente pero también la forma diseminada y
manifestaciones gastrointestinales han sido reportadas. El género Mucor esta
formado por 76 especies aceptadas y es el género mas grande de los mucorales
(Wagner et al., 2019).

Las especies de este género llevan a cabo un proceso de diferenciacién celular

conocido como dimorfismo (Tabla 4), durante el cual las esporangiosporas,
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dependiendo de las condiciones ambientales y nutricionales, germinan para
producir levaduras o hifas alargadas que se ramifican (Figuras 4 y 6) (Orlowski,
1991).

Tabla 4. Algunas de las especies dimorficas de Mucor

Especies dimorficas

M. racemosus M. mucedo

M. rouxii M. hiemalis

M. genevensis M. miehei

M. bacilliformis M. pusillus
M. subtilissimus M. rammanianus
M. subtilissimus

Modificada de Orlowski, 1991

1.5 Mucor lusitanicus

1.5.1 Generalidades

Con base en la morfologia y experimentos de apareamiento, la especie de Mucor
clinicamente mas relevante, Mucor circinelloides, se solia dividir en cuatro formas:
f. circinelloides, f. griseocyanus, f. janssenii y f. lusitanicus. Sin embargo, estudios
filogenéticos recientes, morfolégicos y de apareamiento han establecido una re-
clasificacion taxondémica, en la que cada una de las formas de M. circinelloides

representa una sola especie (Wagner et al., 2019; Walther et al., 2019).

Una ventaja importante de este hongo sobre las demas especies de Mucorales es
que su genoma se encuentra secuenciado y se puede acceder a él en el siguiente

enlace: https://mycocosm.jgi.doe.gov/Mucci3/Mucci3.home.html. El genoma de este

microorganismo esta distribuido en 9 cromosomas, con un total de 11,719 genes en
36.61 millones de pares de bases (Mpb). Su tamafo de genoma es similar cuando
se compara con la de otras especies de hongos, por ejemplo, los tamafios promedio

31



https://mycocosm.jgi.doe.gov/Mucci3/Mucci3.home.html

del genoma de hongos que pertenecen a las divisiones Basidiomycota y
Ascomycota son de 46.48 Mpb y 36.91 Mpb, respectivamente (Tabla 5) (Mohanta &
Bae, 2015).

Tabla 5. Tamaino del genoma de algunas especies de hongos

0 ombre de la especie de Divisio amario de ero de
ongo genoma (pb gene
1 Aspergillus niger Ascomycota 34.85 11910
2 Cryptococcus vishniacci Basidiomycota 19.69 7232
3 Lichtheimia hyalospora Mucoromycotina 33.28 12062
4 Mortierella elongata Mucoromycotina 49.96 14964
5 Mucor lusitanicus Mucoromycotina 36.6 11719
6 Neurospora discreta Ascomycota 37.3 9948
7 Phycomyces blakesleeanus Mucoromycotina 53.9 16528
8 Phytophtora capsici Oomycota 64 19805
9 Rhizopus microsporus Mucoromycotina 25.97 10905
10 Saccharomyces cerevisiae Ascomycota 12.07 6575

Modificada de Mohanta & Bae, 2015

Se demostré que M. lusitanicus es un organismo modelo de estudio en los
Mucorales debido a su capacidad de ser transformado genéticamente (Roncero,
1984; van Heeswijck & Roncero, 1984; Roncero et al., 1989; Garre et al., 2015). La
transformacion permitié la creacion de mutantes para entender diferentes procesos
bioldgicos tales como la biosintesis de carotenos y su via de regulacion (lturriaga et
al., 2001), la regulacion por la luz azul, el metabolismo y acumulacion de lipidos, el
dimorfismo y la diferenciacion celular (Wolff et al., 2002), entre otros (Garre et al.,
2015; Homa et al., 2022).

Este hongo ha sido utilizado en una amplia gama de aplicaciones biotecnologicas,
por ejemplo, como fuente de acidos grasos para la produccién de lipidos con
potencial médico y cosmético (Funtikova et al., 2002), para la produccion de
biodiesel (Wei et al., 2013), para la produccion de diversas enzimas utilizadas en la
produccion de quesos (Morin-Sardin et al., 2017) como la renina (Libbehlsen et al.,
2004), en la produccion de proteinas heterélogas al aprovechar su naturaleza

dimorfica, tales como la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Wolff & Arnau,
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2002) o como la glucosa oxidasa (Bredenkamp et al., 2010), y también se ha
reportado su uso para la produccion de etanol (LiUbbehilsen et al., 2004; Fonseca-
Peralta et al., 2022).

1.5.2 Reproduccion sexual y asexual de M. lusitanicus

La reproduccién asexual de este Mucoral involucra la formacién de esporangios
multiesporados que se forman sobre una columela, los cuales producen
esporangiosporas (Morin-Sardin et al.,, 2017). Estas esporangiosporas son
elipsoidales y pueden desarrollarse en forma de hifas o de levaduras segun las
condiciones de crecimiento (LUbbehisen et al., 2003) (Figuras 4 y 6). La
reproduccion sexual involucra esporas sexuales, conocidas como zigosporas, que
resultan de la fusion de gametangios similares, que surgen de un solo micelio en
especies homotalicas (Morin-Sardin et al., 2017). Las especies del género Mucor
son heterotalicas, con dos tipos sexuales (+) y (-), idénticos morfolégicamente. Las
zigosporas pueden permanecer en reposo durante afos antes de germinar y
producir un esporangioforo, similar al que se produce en la reproduccién asexual
(Figura 4) (Lubbehusen et al., 2003). En tanto que la reproduccién sexual es
mediada por la feromona acido trisporico, el cual es un compuesto volatil constituido
por 18 carbonos derivado de la estructura del B-caroteno (Lee & Heitman, 2014).
Ademas, un tercer tipo de espora existe las artrosporas, las cuales son estructuras
muy poco estudiadas y se ha descrito que su probable funcién es la de fungir como
un mecanismo de supervivencia, ya que se forma al final del crecimiento
estacionario o bajo condiciones nutricionales desfavorables (Figura 4) (Orlowski,
1991).
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Figura 4. Reproduccion sexual y asexual de M. lusitanicus. Se muestra un
esquema representativo del ciclo de reproduccion sexual y asexual de M.
lusitanicus. En el caso de la reproduccién asexual, a partir de una esporangiospora
(célula haploide) que crece en ausencia de oxigeno y en presencia de una fuente
de carbono fermentable, esta se desarrollara en forma de levadura, por el contrario,
cuando la esporangioespora crece en aerobiosis, se desarrollara en forma de hifa.
En el ciclo sexual, las hifas de los dos tipos sexuales (+) y (-) se fusionaran para
producir zigosporas (célula producto de la meiosis), proceso que esta bajo
regulacion por feromonas, en especifico, por el acido trispérico (Tomada y

modificada de Lopez-Garcia, 2015).

1.5.3 Crecimiento de M. lusitanicus

El crecimiento hifal de M. lusitanicus es rapido y con abundante produccion de
esporas, estas ultimas con las caracteristicas de poseer una alta capacidad de
absorcidén de humedad, alta adherencia a distintas superficies y las cuales pueden
dispersarse en aire humedo, ademas de que pueden germinar rapidamente en un
ambiente humedo cuando encuentran un sustrato favorable (Morin-Sardin et al.,
2017).
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Se ha reportado que las condiciones Optimas de crecimiento de la mayoria de las
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especies de Mucorales son las siguientes: a una temperatura de 20-25 °C, a un pH
de 5.0-6.0, a una humedad relativa entre 90-95 % (Morin-Sardin et al., 2016).

Figura 5. Crecimiento de M. lusitanicus en un sustrato sélido. Se muestra el
crecimiento tipico de este Mucoral en una placa de Petri que contenia medio YPG
al 2 % de glucosa suplementado con agar en el que se inocularon por estriado 100
esporas de M. lusitanicus y las cuales se incubaron a temperatura ambiente con

ciclos de luz y oscuridad por 7 dias (Imagen propia).

Ademas, otras caracteristicas importantes de este microorganismo son que es
considerado un microorganismo Crabtree-positivo (LubbehUsen et al., 2004; Homa
et al., 2022), esto hace referencia a que este hongo puede producir etanol tanto en
condiciones aerobias como anaerobias y al igual que otros Mucorales, posee la

habilidad del dimorfismo morfoldgico (Figura 6) (Homa et al., 2022).

1.5.4 Dimorfismo en M. lusitanicus

El dimorfismo es la capacidad de cambiar entre dos formas morfoldgicas: la forma
de levadura y la forma filamentosa (Figuras 4 y 6). El estado morfolégico esta
determinado por una combinacién de estimulos ambientales y esta frecuentemente
asociado con la patogénesis (Orlowski, 1991; Wolff et al., 2002). El dimorfismo ha
evolucionado en multiples linajes del reino fungico, incluyendo a los ascomicetos,

basidiomicetos, y en algunos miembros de los Mucorales (Tabla 4) (Lee et al.,
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2013). En los hongos, de forma general la fase flamentosa es multicelular (Figura
1), mientras que el estado levaduriforme es normalmente unicelular y uninucleado.
En M. lusitanicus tanto la forma filamentosa como la levaduriforme son
multinucleadas (Wolff et al., 2002). Los hongos dimorficos han evolucionado para
retener toda la informacion gendmica necesaria para alternar entre una morfologia
a otra (Canovas-Marquez et al., 2023). En el caso de los Mucorales, el dimorfismo
y su rol en la virulencia ha sido estudiado en M. lusitanicus (Tahiri et al., 2023). En
las especies estudiadas de Mucor, la ausencia de oxigeno y la presencia de COzy
hexosas fermentables inducen el crecimiento levaduriforme, mientras que el
oxigeno y la escasez de nutrientes inducen el crecimiento hifal (Orlowski, 1991;
Tahiri et al., 2023). Esto significa que este hongo produce hifas filamentosas en
aerobiosis, desarrollando un micelio cenocitico, pero crece en forma esférica y
multipolar en forma de levadura en anaerobiosis (Figura 6) (Homa et al., 2022). El
dimorfismo de Mucor spp. determina su morfologia y el tipo de metabolismo y su
potencial virulento, siendo el crecimiento hifal de tipo virulento a bajas
concentraciones de glucosa (Alejandre-Castafieda et al., 2022; Canovas-Marquez
et al., 2023).

Estudios han descrito a multiples factores que controlan el dimorfismo, tal es el caso
de la via de la PKA (proteina cinasa A) dependiente de AMPc (Orlowski, 1991) y la

fosfatasa calcineurina (Lee et al., 2013; Lee et al., 2015).

En nuestro grupo de trabajo se han descrito diversos elementos moleculares que
estan involucrados tanto en la morfologia, el metabolismo oxidativo y el dimorfismo
en M. lusitanicus. Las proteinas G heterotriméricas regulan positivamente el
crecimiento micelial en una atmdsfera a bajas concentraciones de oxigeno a través
de la via de la proteina cinasa A (PKA). Al generar las mutantes (por delecion) en
los genes pkaR1 o gpb1, que corresponden a una de las 4 subunidades regulatorias
de la PKA o a la subunidad beta 1 de las proteinas G heterotriméricas en M.
lusitanicus, respectivamente, resultan en un aumento en el crecimiento de tipo
levaduriforme en una atmosfera a bajas concentraciones de oxigeno y disminuye

su virulencia en un modelo murino con cetoacidosis diabética (DKA, por sus siglas
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eninglés) (Valle-Maldonado, et al. 2020). La mutacién (por delecién) en el gen adh1,

que codifica a la proteina alcohol deshidrogenasa 1, produce una cepa monomorfica
de tipo hifal, que carece de la capacidad para llevar a cabo un metabolismo de tipo
fermentativo y que muestra un mayor potencial virulento en ratones comparada con

la cepa silvestre (Diaz-Pérez et al. 2020).

La mutante (por delecion) en el gen cnbR, que codifica a la subunidad regulatoria
de la calcineurina, resulta en un fenotipo caracterizado por una alta actividad de
PKA y una morfologia levaduriforme, incluso bajo la presencia de oxigeno,
sugiriendo una relacidn entre la via de sefalizaciéon por la PKA y la via de
senalizacion de la calcineurina en el dimorfismo de M. lusitanicus. Ademas, de que
dicha mutacion redujo la virulencia en el modelo de Galleria mellonella, confirmando

una vez mas, que la morfologia hifal es la virulenta (Lee et al., 2013).
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Figura 6. Reproduccién asexual de M. lusitanicus en medio liquido. Se muestra
un esquema que ayuda a entender la reproduccion asexual y el dimorfismo de este
hongo. Cuando las esporangiosporas se inoculan en un medio liquido, en el que se
encuentran las condiciones favorables para su crecimiento, la esporangiospora
aumenta su tamafo. Asi, dependiendo de las condiciones nutricionales y

ambientales, la esporangioespora de M. lusitanicus puede crecer en forma de hifa
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(morfologia que se ha relacionado con un metabolismo oxidativo favorecido, alto
potencial virulento y bajos niveles de AMPc y baja actividad de PKA) o en forma de
levadura (morfologia que se ha relacionado con un metabolismo fermentativo
favorecido, bajo potencial virulento y altos niveles de AMPc y alta actividad de PKA).
Aunque estos estadios morfoldgicos no son finales, ya que, si las condiciones de
crecimiento cambian, el hongo es capaz de hacer transicién de una morfologia a
otra. Ademas, las artrosporas dependiendo de las condiciones de crecimiento
pueden generar tanto la morfologia levaduriforme como la hifal. En este esquema
también se hace énfasis en la capacidad de este Mucoral de comportarse como un
organismo Crabtree-positivo, lo que le permite fermentar bajo una atmdsfera aerobia
a altas concentraciones de glucosa, en el que el crecimiento es de tipo hifal, pero
de fenotipo similar al de una levadura. La cepa silvestre puede generar una mezcla
de morfologias (levaduriforme e hifal) cuando se crece a bajas concentraciones de

oxigeno (Tomada y modificada de Libbehlsen et al., 2003).

1.6 Factores de virulencia en M. lusitanicus

Se han descrito algunos factores de virulencia en Mucorales con sus bases

bioquimicas y moleculares bien conocidas (Diaz-Pérez et al., 2020).

1.6.1 Tamano de las esporas

En M. lusitanicus, se ha encontrado que existe una relacion entre el tamafio de las
esporangiosporas y la virulencia: las esporangiosporas mas largas son mas
virulentas que las esporangiosporas mas pequefias. Las esporangiosporas mas
largas comienzan la invasion hifal inmediatamente después de la fagocitosis en las
células del sistema inmune del hospedero, ademas de que germinan dentro de los
macrofagos, mientras que las esporangiosporas pequenas tienen un largo periodo
de crecimiento isotrépico (Li et al., 2011). La via de la calcineurina regula el tamano
de las esporas debido a que las mutantes que carecen de la subunidad catalitica
CnaA producen esporas mas grandes, y éstas son mas virulentas que la cepa
silvestre (Lee et al., 2013).

38




1.6.2 Transiciones morfolégicas

Otro de los factores de virulencia que se han descrito en este hongo son las
transiciones morfoldgicas, en las que la via de la calcineurina juega un papel muy
importante; se ha descrito que las hifas o la transicion de levadura a hifa se vinculan
con un fenotipo virulento (Lee et al., 2013). Esto descrito con mayor detalle en el

apartado de dimorfismo en M. lusitanicus.

1.6.3 Resistencia al ataque por el sistema inmunolégico

Las esporas de M. lusitanicus pueden sobrevivir al ataque del sistema inmunoldgico
en estudios in vitro en lineas celulares de macrofagos y en estudios in vivo en el
modelo de estudio de pez cebra. Una vez que las esporas superan las barreras
fisicas, los macrofagos y los neutrofilos son rapidamente reclutados en el sitio de la
infeccion. A pesar de que estas células, principalmente macrofagos, fagocitan las
esporas, a menudo no logran deshacerse de ellas. Se ha descrito que las esporas
de este hongo muestran una respuesta genética inducida por la fagocitosis para
permitir la germinacion dentro del fagosoma y poder sobrevivir en su entorno hostil.
El analisis funcional de los genes implicados en la respuesta identificé a 2 factores
de transcripcion, designados como Atf1 y Atf2, como los principales actores en la
respuesta. Estos factores de transcripcion estan involucrados en la respuesta al
estrés oxidativo y ademas también participan en el metabolismo de macronutrientes.
Aun mas importante, estos factores de transcripcion inducen la expresion de genes
como aqgp1 y chi1 cuando las esporas de este hongo son fagocitadas. Se ha
demostrado que tanto los factores de transcripcidén Atf1 y Atf2 como los genes aqp1
y chi1 son necesarios para la germinacién dentro de los fagosomas en el que el
ambiente interno es acido (Canovas-Marquez et al., 2023; Pérez-Arques et al.,
2019).

1.6.4 Sistemas para la adquisiciéon de hierro

El hierro, frecuentemente en la forma de grupo hemo o centros hierro-azufre, es

usado en muchos procesos bioquimicos esenciales, tales como la reduccion del
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nitrégeno atmosférico, la sintesis de desoxirribonucledtidos, en la respiracion, en el
ciclo de Krebs y en la sintesis de numerosas moléculas pequefias como los
aminoacidos, lipidos y esteroles. Los hongos emplean distintas estrategias para
adquirir hierro de su ambiente, entre los que se encuentran la acidificacion del
medio, la reduccién del ion férrico a la forma ferrosa mas soluble, la secrecion de
moléculas solubles quelantes de hierro (sideréforos) y distintos sistemas de
captacion (Philpott, 2006).

El hierro es uno de los micronutrientes necesarios mas importantes para el
crecimiento y propagacion de hongos patdgenos durante la infeccion (Chakraborty
et al., 2020). En M. lusitanicus, se ha descrito a un sistema de ferroxidasas utiles
para la asimilacion de hierro. Este sistema esta formado por las enzimas Fet3a,
Fet3b y Fet3c, las cuales se expresan en grandes cantidades durante la infeccion
en un modelo murino susceptible a mucormicosis y se ha descrito que su expresion
in vitro es regulada por la disponibilidad del hierro en el medio y el estado dimorfico.
En la morfologia levaduriforme y bajo condiciones de anaerobiosis se expresa
especificamente fet3a, mientras que en condiciones de aerobiosis y crecimiento
aerobio se expresan especificamente los genes fet3b y fet3c. Ademas de que dichos
genes son necesarios para una virulencia completa (Navarro-Mendoza et al., 2018).
En R. oryzae, se ha descrito a una permeasa de alta afinidad por hierro, Ftr1. Esta
proteina regula positivamente la adquisicion de hierro durante el crecimiento y
virulencia de este hongo en modelos murinos para mucormicosis (lbrahim et al.,
2010).

Un mecanismo alternativo para la captacion de hierro involucra la biosintesis y
secrecion de sideroforos. Estos compuestos de bajo peso molecular son producidos
bajo condiciones extremas de estrés por hierro, que los hongos usan para quelar
hierro del medio extracelular. La mayoria de los hongos producen sider6foros de
tipo hidroxamato, sin embargo, los Mucorales producen sideroforos de tipo
carboxilato (Howard, 1999). Este policarboxilato presente en los Mucorales, llamado
rizoferrina, fue aislado de Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis. La estructura

quimica de la rizoferrina consiste en dos acidos citricos unidos a una molécula de

40




diaminobutano con una configuracidén-R, R alrededor del centro quiral (Drechsel et
al., 1991; van der Helm & Winkelmann, 1994).

En M. lusitanicus, la molécula de rizoferrina es sintetizada por una sintetasa
peptidica no ribosomal (NRPS, por sus siglas en inglés) codificada por el gen rfs
(Carroll et al., 2017).

1.6.5 Invasion celular mediada por receptores

La angioinvasion es un proceso caracteristico de la mucormicosis. Existen
receptores (GRP78) endoteliales que median la invasién celular por Mucorales. Un
total de 17 genes similares a proteinas de cubierta de esporas (CotH) constituyen
una familia de quinasas que participan en la formacion de esporas, y que ademas
se les ha considerado como factores de virulencia (Szebenyi et al., 2023). Las
proteinas CotH de M. lusitanicus juegan un papel muy importante, estas son
proteinas de la superficie celular que son similares a las proteinas bacterianas, y de
las cuales se ha descrito que son ligandos para los receptores GRP78
(Gebremariam, et al., 2014; Canovas-Marquez et al., 2023). Las proteinas de
cubierta de esporas CotH2 y CotH3 funcionan como invasinas que interactian con
el receptor GRP78 de la célula hospedera para mediar las interacciones patégenas
(Gebremariam, et al., 2014). CotH4 regula la formacion de la pared celular de las
esporas al afectar el contenido total de quitina (Szebenyi et al., 2023). La expresion
de estas proteinas en el cuerpo humano es significativamente mas alta en presencia
de altos niveles de glucosa, hierro y cuerpos cetdnicos, potencialmente llevando a

una mucormicosis letal de tipo cerebral/rinoorbital (Alqarihi et al., 2020).

1.7 Mucormicosis

La mucormicosis es una infeccidn fungica rara, severa, invasiva y muy agresiva
causada por miembros del orden de los Mucorales. Rhizopus, Lichteimia, Mucor 'y
Apophysomyces son los principales géneros potenciales causantes de

mucormicosis (Petrikkos et al., 2012; Ziaee et al., 2016). Comparada con otras
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infecciones fungicas, la mucormicosis tiene una alta tasa de mortalidad: ~50 % de

las infecciones totales y >90 % en las infecciones diseminadas (Li et al., 2011).

Algunos de los hongos que causan mucormicosis estan geograficamente
distribuidos  (Lichtheimia, Mucor, Rhizomucor, Rhizopus) o localizados
(Apophysomyces, Cunninghamella en EE. UU. o Saksenaea en EE. UU. y Asia)
(Benny et al., 2014). Los Mucorales son vasotropicos, causando angioinvasion e
infarto de tejidos. La mayoria de las infecciones en humanos resultan de la
inhalacién de las esporangioesporas presentes en el aire o por la inoculacion directa
de piel dafiada o mucosas. La mucormicosis es también mas frecuente en pacientes
con diabetes mellitus con o sin cetoacidosis, quienes padecen de malignancias
hematoldgicas, neutropenia severa o prolongada y que estan profundamente
inmunodeprimidas, aquéllos que reciben quimioterapia, quienes han recibido un
trasplante de células madre alogénicas, la sobrecarga de hierro sérico debido a
hemocromatosis o transfusiones de sangre excesivas y el uso crénico de
corticosteroides (Petrikkos et al., 2012; Kohler, 2017). Los Mucorales causan varios
cuadros clinicos de mucormicosis, segun la parte del cuerpo que entre en contacto
con las esporas de hongos del medio ambiente (Konopka et al., 2019). El espectro
de la infeccién va de la forma cutanea, la rinocerebral, la sinopulmonar, la

gastrointestinal y hasta la diseminada (Petrikkos et al., 2012).

1.8 Proteinas G

Existen dos clases generales de proteinas G: las proteinas G monoméricas y las
proteinas G heterotriméricas. Ambas clases de proteinas se encuentran presentes
en las células eucariotas y se caracterizan por su habilidad de unién e hidrdlisis de
nucledtidos de guanina. Cuando estas proteinas se encuentran activadas, pueden
modificar la funcion de una variedad de efectores dentro de la célula. La mayoria de
estos efectores son enzimas que producen segundos mensajeros intracelulares.
Ejemplos de estos efectores enzimaticos incluyen a las adenilato ciclasas, las

guanilato ciclasas y la fosfolipasa C. Los segundos mensajeros producidos por estas
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enzimas desencadenan complejas cascadas de sefializacion bioquimica (Purves et
al., 2001).

1.8.1 Proteinas G monomeéricas

Las proteinas G monoméricas cumplen funciones celulares como la reorganizacién
del citoesqueleto, la polaridad celular, la progresion del ciclo celular, la expresion de
genes y otros eventos significativos para las células. El miembro mas destacado de
esta clase de proteinas es la GTPasa Ras, por lo que a esta clase de proteinas
también se le conoce como la superfamilia Ras (Song et al., 2019). Estas proteinas
a su vez son divididas en las siguientes subfamilias de acuerdo con su secuencia,
estructura y funcién: Ras (Rat sarcoma), Rho (Ras homology), Arf (ADP-ribosylation

factor), Rab (Ras-like in brain) y Ran (Ras-like nuclear) (Reiner & Lundquist, 2005).

El genoma de M. lusitanicus posee 4 proteinas de tipo Arf, siendo Arf1 y Arf2
necesarias para una adecuada esporulacion, ademas Arf1 esta involucrada en el
desarrollo micelial, mientras que Arf2 en el desarrollo levaduriforme (Patiio—Medina
et al., 2018).

1.8.2 Proteinas G heterotriméricas

Las proteinas G heterotriméricas estan formadas por tres subunidades distintas: q,
By Y. Estas proteinas a su vez se encuentran acopladas a proteinas receptoras
ubicadas en la membrana plasmatica referidas como receptores transmembranales
o también conocidos como receptores acoplados a proteinas G (GPCR, por sus
siglas en inglés) (Nestler & Duman., 1999). Los GPCR representan la familia mas
larga de receptores transmembranales y son responsables de la transduccion de
sefales extracelulares a respuestas intracelulares por diversos estimulos como la
luz, protones, Ca?*, aminoacidos, nucledtidos, proteinas, péptidos, esteroides, y
acidos grasos. Todos los GPCR poseen la misma arquitectura fundamental que
consiste en siete dominios transmembranales y comparten mecanismos de
transduccion de sefiales comunes. Los GPCR activados estimulan el intercambio

de GTP por GDP en proteinas Ga, disociando las subunidades Ga y GBY que a su
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vez desencadenan respuestas bioldgicas mediante la union a proteinas efectoras

que regulan sefales rio abajo (Figura 7) (Xue et al., 2008).

En consecuencia, muchos tipos de proteinas efectoras se ven influenciadas por las
proteinas G heterotriméricas: canales idnicos, adenilato ciclasas, fosfodiesterasas,
fosfolipasa C, que cataliza la hidrdlisis del fosfatidilinositol 4,5—bifosfato (PIP2,) y
fosfolipasa A. Ademas, se les ha descrito en varios procesos intracelulares, como

el transporte vesicular y el ensamblaje del citoesqueleto (Nestler & Duman., 1999).
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Figura 7. Ciclo de activacion de las proteinas G heterotriméricas. Se muestra
un esquema de la activacion de las proteinas G heterotriméricas. El ciclo comienza
con la unién de un ligando extracelular (sefial) a un receptor acoplado a proteinas
G (GPCR), lo que conlleva el intercambio de GDP-GTP en la subunidad Ga y la
posterior disociacion del dimero GBY. Ambos, Ga-GTP y el dimero GBY podrian
regular efectores rio abajo. La hidrdlisis de GTP mediante la actividad intrinseca
GTPasa de la subunidad Ga resulta en la re-asociacion de Ga-GDP con el dimero
GBY y el GPCR, y con esto completando el ciclo. RGS (regulator of G protein
signaling, por sus siglas y nombre en inglés) son reguladores de la senalizacién de
proteinas G, los cuales aceleran la tasa de hidrdlisis por las proteinas Ga (flecha

azul) (Tomada y modificada de Li et al., 2007a).

44




1.8.2.1 Subunidades Ga

Las subunidades Ga contienen un dominio con actividad GTPasa y sitio de unién a
GTP. El cual se ha descrito que también tiene un papel muy importante en la unién
de las subunidades BY (Nestler & Duman., 1999). Esta subunidad tiene un peso de
38-52 kDa. Generalmente, las subunidades Ga constituyen la parte de
reconocimiento del receptor de las proteinas G heterotriméricas (El-Defrawy &
Hesham, 2020) y presentan un motivo susceptible de miristoilacién que juega un

papel importante en su anclaje a la membrana plasmatica (Buss et al., 1987).

1.8.2.2 Subunidades GBY

En estudios iniciales, se creia que los dimeros GBY eran proteinas inactivas que
simplemente secuestraban a las subunidades Ga activas o que las anclaban a la
membrana plasmatica. Sin embargo, se ha comprobado que las subunidades BY,
actuando como dimeros, son moléculas biolégicas altamente activas que
desempefian papeles importantes en diversas funciones celulares (Milligan &
Kostenis, 2006). Estas proteinas son mas pequefas que las subunidades Ga,
teniendo un peso de 35 kDa para las subunidades GB y de 8-10 kDa para las
subunidades GY. Se ha descrito que estas 2 subunidades se encuentran siempre
asociadas y se anclan a la membrana plasmatica a través de modificaciones
postraduccionales de tipo isoprenil en la subunidad GY (El-Defrawy & Hesham,

2020).

1.8.3 Proteinas G heterotriméricas en hongos

Desde el primer reporte de la presencia de proteinas G heterotriméricas en hongos
filamentosos en 1993, se ha demostrado que estas proteinas son esenciales para
el crecimiento, el desarrollo sexual y asexual y en su virulencia. Se ha descrito que

la mayoria de los hongos filamentosos poseen 3 subunidades Ga, 1 subunidad G

y 1 subunidad GY, aunque existen excepciones (Tabla 6) (Li et al., 2007b).
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Tabla 6. Nimero de proteinas G heterotriméricas en algunas especies de hongos

Organismo Filum Numero de Tamaiio de Referencia
subunidades genoma
Ga | GB | GY (Mpb)
M. lusitanicus | Muromycota | 12 | 3 3 36.6 Valle-Maldonado et al. (2015).
Fungal Biology, 119(12), 1179-
1193
N. crassa Ascomycota 3 1 1 43 Galagan et al. (2003). Nature 422,
859-868
A. fumigatus Ascomycota 3 1 1 31 Brice et al. (2013). Frontiers in
microbiology, 26(4): 1-12
C. neoformans | Basidiomycota | 3 1 2 20 Li et al. (2007). Molecular Biology of
the Cell, 18(11): 4201-4209
U. maydis Basidiomycota | 4 1 1 20.5 Kamper et al. (2006). Nature 444,
97-101
S. cerevisiae Ascomycota 2 1 1 12 Kubler et al. (1997). The Journal of
biological chemistry, 272(33),
20321-20323

Los nombres completos de los organismos se encuentran en el apartado E. Abreviaturas y nombre completo de

organismos (elaboracién propia).

Por ejemplo, el genoma de Rhizopus oryzae contiene 4 subunidades Ga, y las
funciones de esta subunidad varian dependiendo de la especie de hongos, la
subunidad Ga (magC) de Magnaporthe grisea es esencial para una correcta
conidiacién (Liu & Dean, 1997) o que esta subunidad (bcg-2) de Botrytis cinérea es

esencial para una completa patogenicidad (Gronover et al., 2001).

Asi también, la mayoria de los hongos filamentosos posee 1 sola subunidad G,
aunque existen excepciones como en R. oryzae, cuyo genoma posee hasta 4
subunidades GB. Para la subunidad GY también hay excepciones, pues algunos
hongos filamentosos como C. neoformans, Coprinus cinereus, Podospora anserina,
R. oryzae entre otros, poseen mas de 1 subunidad GY en su genoma (Li et al.,
2007b).
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En la tabla 7 se muestran algunas funciones de las subunidades Ga, GB y GY de

algunas especies de hongos.

Tabla 7. Funciones de algunas proteinas G heterotriméricas en algunas especies de hongos

produccion de gliotoxina

Organismo Subunidad Funcion Referencia
Magnaporthe MagC (a) Regulador positivo de la conidiacién Liu & Dean, 1997
grisea MGB1 (B) Regulador positivo de la Nishimura, Park & Xu,
conidiacién, esencial para el 2003
reconocimiento superficial y
virulencia en plantas de arroz
MGG1 (Y) Regulador positivo de la Lietal, 2015
conidiacién, apareamiento y
patogenicidad
Formacion del heterotrimero
GanB (a)- GanB(a)-SfaD(B)-(Y')GpgA para el
SfaD(B)- control de la germinacion de afon etal. 2009
GpgA(Y) conidios a través de la via
Aspergillus cAMP/PKA
nidulans
Regulador positivo del crecimiento | Rosén, Yu & Adams, 1999
SfaD(B) vegetativo
Regulador negativo de la
esporulacion
GpgA(Y) Esencial para el crecimiento Seo, Han & Yu, 2005
vegetativo y para el desarrollo
sexual y asexual
Ustilago Gpa3 (a) Transmisién de la sefal para el
maydis apareamiento por feromonas y para | cgenfelderetal. 1997
una completa patogenicidad
Bpp1 Control de la senalizacion via cAMP Mdiller et al., 2004
Aspergillus GpaA (a) Colectivamente regulan el Choi et al., 2020
fumigatus crecimiento vegetativo, la
GpaB (a) germinacion, el desarrollo asexual,
GanA () la resistencia al estrés oxidativo y la
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AfuSfaD (B)-

AfuGpgA (Y) | EIdimero es un regulador positivo | SnnKwon &Yu, 2009

del crecimiento y de la conidiacion

Cryptococcus Gpa2 Colectivamente regulan la virulencia Li, L., etal., 2007a
neoformans Gpa3 en un modelo murino
GPB1 (B) Regulador positivo del Wang, Perfect & Heitman,

apareamiento y la fructificacion 2000

haploide
Gpg1 (Y) Reguladores positivos de la Li, L., etal., 2007a
Gpg2 (Y) produccion de feromonas y

apareamiento

(Elaboracion propia).

1.8.4 Proteinas G heterotriméricas en M. lusitanicus

El genoma de este Mucoral codifica a un gran repertorio de proteinas G
heterotriméricas altamente conservadas, y se le ha considerado de los mas bastos
entre las distintas especies de hongos: 12 subunidades Ga, 3 subunidades GBy 3
subunidades GY (Valle-Maldonado et al., 2015). Se puede observar una
comparacion del numero de proteinas G heterotriméricas en algunos hongos

filamentosos en la tabla 7.

Algunas de las subunidades de proteinas G heterotriméricas de este Mucoral ya se
han estudiado, por ejemplo, las subunidades Gpa11 y Gpa12 regulan el tamafio de
la espora, la esporulacién y la tasa de germinacion de las esporas en condiciones
de aerobiosis y anaerobiosis ademas de regular positivamente la virulencia en un
modelo murino sugiriendo que la via de la calcineurina esta bajo el control de estas

proteinas (Patifio-Medina et al., 2019b).

En cuanto a las subunidades GB y GY de M. lusitanicus, nuestro grupo de trabajo
describio que la subunidad GB1 controla el crecimiento de tipo hifal y las transiciones

morfolégicas a bajas concentraciones de oxigeno a través de la represion de los

niveles de AMPc a través de la via de la PKA y es esencial para la virulencia en un
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modelo murino. Ademas, se sugirié que probablemente la subunidad Gpb1 y PkaR1
se encuentran en la misma via de senfalizacion. En el mismo estudio también
encontraron que la regidn promotora del gen gpb1 poseia un supuesto motivo
consenso (CATTCTT) para el factor de transcripcion TEC1p a 50 pb rio arriba del
coddn de inicio de la traduccion (Valle-Maldonado et al., 2020). Tiempo después, se
describid que el genoma de este Mucoral posee 2 homodlogos a TEC1p, tec1y tec2,
a los cuales se les asocio con funciones redundantes, participando activamente en
el crecimiento hifal y virulencia de este hongo a través del aumento del metabolismo
oxidativo mitocondrial, y se propuso que la subunidad Gpb1 controla la activacion
de estas proteinas Tec, probablemente a través de la via AMPc-PKA, ya que
experimentos fisiolégicos demostraron que la acumulacion del transcrito de estos
genes es mucho menor en la mutante Agpb17, que en la cepa silvestre a bajas
concentraciones de oxigeno, y que ademas, la sobreexpresion de los genes tec en
Agpb1, Agpb1- tec19F y Agpb1- tec29F, restauraron el crecimiento hifal y la alta
toxicidad de los sobrenadantes contra el nematodo C. elegans, comparado con la
toxicidad de los sobrenadantes de la cepa silvestre y la mutante Agpb7 (mucho

menos téxicos) (Alejandre-Castafieda et al., 2023).
1.9 Funciones biolégicas del calcio en hongos filamentosos

Elion calcio (Ca?*) representa una molécula de sefializacién universal, cominmente
se le conoce como un segundo mensajero en sistemas eucariotas, debido a que
puede afectar a la mayoria de los procesos celulares (Shemarova & Nesterov, 2005;
Verkhratsky & Parpura, 2014). La sefializaciéon mediada por calcio puede regular la
transcripcion de genes, la conformacion de proteinas, el metabolismo energético, la
endocitosis, la exocitosis y el reordenamiento del citoesqueleto (Plattner &
Verkhratsky, 2013). En los hongos tiene un papel importante en el crecimiento, el
desarrollo, la reproduccion, la tolerancia a condiciones de estrés, en la virulencia
(Roy et al., 2020), en la regulacién del ciclo celular, en la esporulacién (Wang et al.,
2012), en el crecimiento de la punta hifal, asi como para el establecimiento y
mantenimiento del crecimiento direccional de la hifa (Yu et al., 2012).
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1.9.1 La maquinaria de senalizacién por calcio

La concentracion de calcio afuera de la célula es tan alta como 103 M (Chin &
Means, 2000), mientras que la concentracion basal de calcio libre en el citosol
([Ca?*]c) en los hongos se mantiene alrededor de ~50-200 nM (lida, Yagawa &
Anraku, 1990; Halachmi & Eilam, 1993). Las células pueden almacenar el exceso
de calcio en varios compartimentos intracelulares, incluyendo al reticulo

endoplasmatico, la mitocondria y las vacuolas (Cornelius & Nakashima, 1987).

Los hongos utilizan un sistema de regulacion relativamente simple, en la que se
incluyen distintos tipos de proteinas de membrana plasmatica y otros ubicados en
distintos organulos que pueden regular las concentraciones intracelulares de calcio
(Cai y Clapham, 2012). En estos organismos, se han descrito 6 tipos principales de
transportadores de calcio, incluyendo a las bombas de Ca?*, los intercambiadores
de Ca?*/H* (Lange & Peiter, 2020), los sistemas de calcio de alta afinidad (HACS,
por sus siglas en inglés), los sistemas de calcio de baja afinidad (LACS, por sus
siglas en inglés), los canales de calcio similares a TRP y el uniportador de calcio

mitocondrial (MCU, por sus siglas en inglés) (Figura 8) (Tisi et al., 2016).

La vacuola en los hongos es considerada uno de los organulos mas importantes
para el almacenamiento de calcio, las Ca?*-ATPasas Yy los intercambiadores de
Ca?*/H* son transportadores importantes que guian la entrada de calcio hacia las
vacuolas (Pittman, 2011). Varias proteinas, incluidas las Ca?*-ATPasa de la
membrana plasmatica (PMCA), la Ca?-ATPasa del reticulo endoplasmatico
(SERCA), el intercambiador Na*/Ca?*, y el uniportador mitocondrial son
responsables de secuestrar el exceso de calcio en el citoplasma, transportandolo
ya sea al medio externo o a diferentes compartimentos celulares (Berridge et al.,
2003) (Figura 8).

En eucariotas, los flujos de calcio a través de la membrana plasmatica estan
controlados por dos tipos de canales de calcio altamente selectivos, los canales de
calcio dependientes de voltaje y los canales operados por almacenamiento (tipo
Orai) (Verkhratsky & Parpura, 2014) (Figura 8).
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Se ha identificado una via de supervivencia celular mediada por calcio (Calcium cell
survival, CCS, por sus siglas en inglés) en hongos patdgenos y lo conforman
principalmente cuatro proteinas: la calmodulina, la calcineurina (serina/treonina
fosfatasa) y el canal de calcio (Cch1 y Mid1) ubicado en la membrana plasmatica
(Yu et al., 2012).

1.10 Sistemas de alta afinidad por calcio en hongos filamentosos

En S. cerevisiae, se han identificado al menos dos sistemas diferentes
transportadores de calcio ubicados en la membrana plasmatica: los sistemas de alta
afinidad por calcio (HACS) y los sistemas de baja afinidad por calcio (LACS)
(Cunningham, 2011). Los HACS en hongos, consisten por lo menos de dos
subunidades, Cch1 y Mid1, las cuales actuan como la ruta de entrada para el calcio
extracelular mas importante cuando las concentraciones de calcio al interior de la
célula son bajas (Groppi et al., 2011). Se ha descrito que Cch1 es un homdélogo de
la subunidad catalitica a de los canales de calcio activados por voltaje de tipo L de
mamiferos, mientras que Mid1 es probablemente una subunidad reguladora con
cierta similitud por la subunidad a26 de canales activados por voltaje en animales
(Paidhungat & Garrett, 1997; Fischer et al., 1999; Cunningham, 2011).

A la fecha, se han predicho homodlogos de Cch1 y Mid1 en varias especies de
hongos, que abarcan a ascomicetos y basidiomicetos (Wolfe & Pearce, 2006).
Ademas de S. cerevisiae, se ha llevado a cabo la caracterizacién de Cch1 o Mid1
en otros hongos como en C. albicans, en el que se ha descrito que estas proteinas
juegan un papel importante en la morfogénesis, en la respuesta al estrés oxidativo

y en la virulencia (Yu et al., 2012).

En A. fumigatus, las mutantes por delecion en los genes cchA, midA y yvcA, que
son los homdlogos de los genes de S. serevisiae que codifican a los canales de
calcio dependientes de voltaje CCH1, MID1y YVC1 vacuolar, respectivamente, no
fueron virulentos en el modelo de ratones con aspergilosis invasiva, lo que sugiere

que estos canales contribuyen a la virulencia de este hongo (de Castro et al., 2014).
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En A. nidulans, CchA y MidA participan en la regulacion de la conidiacion, la
polaridad de la hifa y en los componentes de la pared celular en ambientes con baja
concentracion de calcio (Wang et al., 2012).

La delecion de mid1 en Claviceps purpurea resulté en la pérdida completa de la
virulencia hacia plantas de centeno. Analisis detallado de los ovarios infectados in
vitro de las plantas de centeno demostraron que las mutantes de Amid1 tenian
multiples ramas apicales que fueron incapaces de infectar el tejido del hospedero,
sugiriendo que Mid1 es esencial para la generacion de la fuerza mecanica necesaria

para la penetracion (Bormann & Tudzynski, 2009).

Estudios previos han demostrado que los HACS son requeridos en la respuesta a
distintos tipos de estrés; ademas en la tolerancia a antifungicos, sugiriendo que

Cch1 y Mid1 representan blancos para el desarrollo de nuevos farmacos (de Castro
et al., 2014).

Choque
hipoténico

Feromonas
Feromonas

[cay]Exlracelular =1-3mM
LACS Sistemas de baja afinidad por calcio

Il Nifedipino/Verapamilo
[Ca*]
50-200 nM

* HACS Sistemas de alta afinidad por
Glucosa calcio

HSR Sistema de respuesta a
chogue hipoténico

FPmcl | ATPasa de membrana
plasmatica

Intercambiador de
Ca/H

Sistema inducido por
glucosa

Receptor de potencial transitorio

Bomba de
calcio
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Figura 8. Principales sistemas de transporte de calcio en hongos. Se muestra
una representacion de la ubicacion celular de los distintos sistemas de transporte
de calcio identificados ya sea molecular o funcionalmente en hongos. Ademas, se
ilustran algunos estimulos externos que se han descrito que activan (flechas en
color rojo) o inhiben (flechas en color morado) a los mismos (Modificada de Tisi et
al., 2016).
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Il. ANTECEDENTES

M. lusitanicus es un organismo modelo usado para el estudio de diversos procesos
biologicos dentro del orden de los Mucorales. Especialmente, para el entendimiento
de las bases bioquimicas y moleculares de la mucormicosis, una infeccion fungica
oportunista que se asocia con alta mortalidad, rapida progresion y amplia resistencia
a los antifungicos de uso comun, la cual es causada por varios miembros de este
grupo (Jager et al., 2024). Las proteinas G heterotriméricas actuan como
transductores de sefiales en los hongos, desempenando funciones esenciales en
diversos procesos biolégicos, como el crecimiento, el desarrollo sexual y asexual,
la morfologia de las células, la virulencia, y otros. Funcionan uniendo los receptores
de la superficie celular a las proteinas efectoras citoplasmaticas, mediante senales
externas y desencadenando respuestas intracelulares (Li et al., 2007b). Las
subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas forman un dimero
funcional, el cual es esencial para la transduccion de senales en la célula (Hynes et
al., 2004; Navarro-Olmos et al., 2010). En hongos filamentosos como A. fumigatus,
A. nidulans, M. grisea, entre otros, ciertos dimeros-BY regulan procesos como la
conidiciacion, el desarrollo sexual y asexual, la patogenicidad, el crecimiento
vegetativo y la esporulacion (Nishimura et al., 2003; Lafon et al., 2005; Choi et al.,
2020). ElI genoma de M. lusitanicus posee 3 subunidades beta (Gpb1-Gpb3) y 3
subunidades gama (Gpg1-GpG3) de proteinas G heterotriméricas (Valle-Maldonado
et al., 2015). La subunidad Gpb1 de proteinas G heterotriméricas de este Mucoral
es un regulador de las transiciones dimorficas, controla el crecimiento micelial en
condiciones de bajo oxigeno disuelto en el medio a través del control de los niveles
de AMPc, a través de la via de sefalizacién de la PKA y es esencial para la
virulencia. Ademas, la regién promotora del gen gpb7 posee un supuesto motivo
consenso (CATTCTT) para el factor de transcripcion TEC1p a 50 pb rio arriba del
codon de inicio de la traduccién (Valle-Maldonado et al.,, 2020). Alejandre-
Castaneda et al. (2023), propusieron que la subunidad Gpb1 controla la activacion
de proteinas Tec en este Mucoral, probablemente a través de la via AMPc-PKA, ya

que la acumulacién del transcrito de los genes de estas proteinas es mucho menor
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en la mutante Agpb71, que en la cepa WT a bajas concentraciones de oxigeno, y
que, ademas, la sobreexpresion de los genes tec en Agpb1, Agpb1-tec1°y Agpb1-
tec29, restauraron el crecimiento hifal y la alta toxicidad de los sobrenadantes
contra el nematodo C. elegans, comparado con la toxicidad de los sobrenadantes
de la cepa silvestre y la mutante Agpb7 (mucho menos téxicos). Recientemente,
Patino-Medina et al. (2025), usando mutantes por delecién en proteinas G
heterotriméricas de este Mucoral, encontraron que las mutantes Agpb1 y Agpg1
mostraron un comportamiento similar en aspectos como el crecimiento micelial,
mayor produccion de células levaduriformes a bajas concentraciones de oxigeno,
mayor concentracion de AMPc y mayor actividad de PKA, sugiriendo que las
subunidades Gpb1 y Gpg1 regulan positivamente el crecimiento hifal y reprimen el
desarrollo levaduriforme a bajas concentraciones de oxigeno mediante el control de
la via de la PKA. Asi también, mostraron que Gpg1 es esencial, al igual que Gpb1
para el mantenimiento de la virulencia. Debido a los fenotipos comunes encontrados
para las cepas mutantes, sugirieron que Gpb1 y Gpg1 podrian formar un dimero
funcional que induce el crecimiento micelial y la virulencia, y que controlan

positivamente el metabolismo oxidativo, probablemente a través de la mitofagia.

El calcio es conocido como el segundo mensajero universal y el mantenimiento de
la homeostasis del calcio regula procesos fundamentales para las células. El
incemento citoplasmico de calcio regula sucesos rio abajo activando factores de
transcripcion o proteinas que a su vez regulan procesos biologicos especificos
(Moreau, 1987). En hongos filamentosos este ion controla procesos como la
progresion del ciclo celular, la esporulacién, la germinacién de las esporas, el
crecimiento y la orientacion de la punta hifal, la ramificacion de las hifas, la expresion

de genes, la virulencia y los ciclos circadianos (Liu et al., 2015a).

En M. lusitanicus, no se ha descrito el papel que tiene este ion en procesos como la
esporulacion, la germinacién de las esporas, en el crecimiento micelial, en la
virulencia y otros procesos bioldgicos importantes, ni de la maquinaria que necesita
para la movilizacion de este desde el exterior. Tomando en cuenta que las

subunidades Gpb1 y Gpg1 son reguladores positivos de procesos como el
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crecimiento micelial y la virulencia, se investigo si estas proteinas participan en la

percepcion de sefales extracelulares de calcio para la promociéon de dichos

procesos biologicos a través de un metabolismo oxidativo mitocondrial.
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lll. JUSTIFICACION

M. lusitanicus es un modelo biolégico para entender la diferenciacion celular y la
virulencia ligada a la mucormicosis, una infeccién fangica angioinvasiva y
oportunista que afecta principalmente a personas que presentan factores de riesgo
como diabetes mellitus, malignancias hematoldgicas, desnutricién, falla renal,
trasplantes de 6rganos y sistemas inmunolégicos débiles. Las subunidades G
heterotriméricas son elementos clave en la morfogénesis y virulencia a través de la
via de sefalizacion por la proteina cinasa A (PKA) de M. lusitanicus. El crecimiento
micelial se correlaciona con un metabolismo oxidativo y un fenotipo virulento,
mientras que un crecimiento levaduriforme conlleva a un metabolismo de tipo
fermentativo y de fenotipo poco virulento. El calcio estimula positivamente el
crecimiento micelial en M. lusitanicus sugiriendo que aumenta el metabolismo
oxidativo mitocondrial. Conocer si las proteinas G heterotriméricas participan en la
regulacion de la sefalizacion por calcio ayudara a entender las bases moleculares
de la morfogénesis y la virulencia de este Mucoral, ademas de que dicho

conocimiento puede ser traducido a otros Mucorales causantes de mucormicosis.
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IV. HIPOTESIS e

Las proteinas Gpb1 y Gpg1 controlan positivamente la sefializacion por calcio
mediante el aumento del crecimiento y la virulencia a través de un metabolismo

oxidativo mitocondrial en M. lusitanicus.

V. OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacion de las proteinas Gpb1 y Gpg1 en la senalizaciéon por
calcio mediante el aumento del crecimiento y virulencia a través de un metabolismo

oxidativo mitocondrial en M. lusitanicus.

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Analizar la participacion de las proteinas Gpb1 y Gpg1 en el
estimulo por calcio en el metabolismo oxidativo mitocondrial de M.

lusitanicus.

° Realizar la identificacion de los genes que codifican a los canales

de calcio de alta afinidad en M. lusitanicus.
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VIl. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL GENERAL

Crecimiento radial

o Evaluar el fenotipo de la cepa

silvestre y cepas mutantes en las
subunidades BY de M. lusitanicus en
presencia de calcio

Germinaciéon en aerobiosis

| | Germinacion a bajas concentraciones

de oxigeno
Usando una fuente de carbono || Uso de bloqueadores de canales de
fermentable (glucosa) y una no calcio

fermentable (glicerol)
| |
YNB 0.1%

Ensayos de virulencia en C. elegans y
Galleria mellonella

OBJETIVO

YPG 6%
|

Vogel

|
196 2% | Cusnifcaciénceo |

Analisis bioinformatico para buscar
70 genes que codifiquen a HACS en el
genoma de M. lusitanicus

58



VIIl. MATERIALES Y METODOS
8.1 Cepas utilizadas

Para los experimentos se utilizo a la cepa silvestre de M. lusitanicus, MUG36, la cual
contiene la insercion gendmica del gen pyrG, generada a partir de la cepa MU402
que es auxotrofa a leucina (leuA-) y uracilo (pyrG-), y que, a su vez, esta ultima fue
obtenida por mutagénesis quimica (Nicolas et al., 2007), derivada de la cepa
silvestre R7B ATCC 90680 (leuA-), auxotrofa a leucina (Roncero et al., 1984). La
cepa silvestre MU636 fue donada a nuestro grupo de trabajo por el Dr. Victoriano

Garre de la Universidad de Murcia, Espafia (tabla 8).

También se usaron a las cepas homocariontes mutantes (por delecion) en las
subunidades beta y gamma de M. lusitanicus: Agpb1 (leuA-), Agpb2 (leuA-), Agpb3
(leuA-), Agpg1 (leuA-), Agpg2 (leuA-) y Agpg3 (leuA-) generadas previamente en

nuestro grupo de trabajo.
Tabla 8. Cepas utilizadas
Cepa Genotipo Referencia

Navarro-Mendoza et
M. lusitanicus MU636 leuA/pyrG* al., 2018

Valle-Maldonado et
M. lusitanicus Agpb1 gpb1/leuA/pyrG* al., 2020

Vargas-Tejeda, tesis
M. lusitanicus Agpb2 gpb2/leuA/pyrG* de maestria, 2020

Vargas-Tejeda, tesis
M. lusitanicus Agpb3 gpb3/leuA/pyrG* de maestria, 2020

Reyes-Mares, tesis
M. lusitanicus Agpg1 gpg1/leuA/pyrG* de maestria, 2017

Vargas-Tejeda, tesis
M. lusitanicus Agpg?2 gpg2/leuA/pyrG* de maestria, 2020
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M. lusitanicus Agpg3 gpg3/leuA/pyrG* Vargas-Tejeda, tesis
de maestria, 2020

E. coli [ura-, strR, rnc-,
Escherichia coli OP50 (delta)attB::FRT-lacl- Xiao, et al., 2015
lacUV5p-T7)]

Caenorhabditis elegans Es una cepa estandar de
N2 C. elegans, derivada de la Brenner, 1974
cepa silvestre de Bistrol

Es un organismo modelo
Galleria mellonella de estudio usado para| Giammarino, 2024
ensayos de virulencia con
bacterias y hongos

8.2 Medios de cultivo

8.2.1 Medio YPG (Yeast, Peptone, Glucose/ Levadura, Peptona, Glucosa)

Es un medio rico, en 1 L de agua destilada se adicionaron 20 g de glucosa (2 % p/v)
(BD Bioxon®), 10 g de peptona de gelatina (BD Bioxon®), 3 g de extracto de levadura
(BD Bioxon®) y 20 g de agar bacterioldgico en caso de ser medio solido (BD
Bioxon®) (Bartnicki-Garcia, 1968). Se ajusto la cantidad de glucosa cuando fue
necesario. Una vez preparada la mezcla, se esterilizé en una olla de presion a 15
libras de presién, 121°C por 20 minutos y dejandose enfriar para poder usarlo. YPG-

2 % hace referencia al medio YPG con un porcentaje de glucosa del 2 %.

8.2.2 Medio YNB (Yeast Nitrogen Base/ Base de Nitrogeno de Levadura)

Este es un medio minimo sin aminoacidos y sin una fuente de carbohidratos.

Un litro de agua destilada contenia 20 g de dextrosa (BD Bioxon®), 6.7 g de Yeast
Nitrogen Base (SIGMA®) y para la preparacion del medio sélido se agregan 20 g de
agar bacterioldgico (BD Bioxon®). Una vez que el medio se esterilizé en una olla de
presién a 15 libras de presion, 121 °C por 20 minutos y este se enfrio, se le adiciond

con tiamina y niacina a una concentracion de 1 uyg/mL y leucina a una concentracién
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de 1 ug/mL (Laskery Borgia, 1980). La proporcién de glucosa aqui descrita equivale
a un medio al 2% de glucosa. YNB-0.1 % hace referencia al medio YNB con un 0.1

% de glucosa.

8.2.3 Medio Vogel

Es un medio minimo y sintético para hongos, el cual puede adaptarse a las
necesidades especificas del proyecto de investigacion, en mi caso, controlar la
concentracion de calcio presente en el medio. El medio sélo contiene las sales
necesarias para el crecimiento y debe ser suplementado con glucosa como fuente

de carbono y con las vitaminas necesarias.

En 250 mL de agua desionizada se agregan 2 g de NaCl, 2 g de MgSQO4, 16 g de
KH2PO4, 28.8 g de [NH4*]PO4, 1 g de CaClz, 0.0526 g de ZnSO4, 0.01 g de FeSO4,
0.002 g de CuSO4 y 0.0004 g de MnSO4. Esta cantidad de sales en el volumen
indicado corresponden a una soluciéon concentrada 50 veces (50x), la cual se
esteriliza en una olla de presion a 15 libras de presion, 121 °C por 20 minutos. Una
vez que se desee preparar un medio Vogel, hay que hacer los calculos necesarios
para preparar una solucion 1X en el volumen final deseado a partir del stock 50x.
Hay que suplementar con la cantidad de glucosa deseada y las vitaminas

necesarias para el crecimiento (Metzenberg, 2003).

8.2.4 Medio NGM (Nematode Growth Medium/ Medio para crecimiento de
nematodos)

Es un medio utilizado para el mantenimiento de los nematodos C. elegans.

Un volumen de 1L de agua destilada contenia 2g de cloruro de sodio (NaCl) (J.T.
Baker), 4g de peptona de caseina (Solbiosa), 3g de fosfato de potasio monobasico
(KHPOQ4) (Golden Bell®), 0.5g de fosfato de potasio dibasico (KH2POa4) (Meyer) y 20g
de agar (BD Bioxon®); suplementado con 1 mL de una solucion de 5 mg/mL de
colesterol (Sigma-Aldrich) disuelto en etanol al 100 % (J.T. Baker) y estreptomicina

10 mg/mL. Una vez preparada la mezcla, se lleva a esterilizar en una olla de presion
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a 15 libras de presion, 121 °C por 20 minutos y este se deja enfriar lo suficiente para

posteriormente verterlo en cajas de Petri de plastico.

8.3 Condiciones generales de crecimiento de las cepas usadas

8.3.1 Crecimiento de E. coli

La bacteria E. coli OP50 se inoculo en el medio LB liquido suplementado con
estreptomicina (10 pg/mL) y se incubo a una temperatura de 37 °C en agitacion
constante a 200 rpm durante 48 horas. Posteriormente se recuperaron las células y
fueron lavadas con agua desionizada estéril y se conservaron en un volumen de 30

mL y fueron congeladas a -20 °C.

8.3.2 Crecimiento de M. lusitanicus

La cepa silvestre (MU636) y las mutantes en las subunidades de proteinas G
heterotriméricas se crecieron por espatulado o por crecimiento radial en los distintos
medios en una matriz solida (haciendo uso de agar) a 28 °C por 5 dias con periodos

de luz y oscuridad.

8.3.3 Crecimiento y mantenimiento de nematodos de C. elegans

Se inocularon 200 L del suspendido de E. coli OP50 en una placa que contenia
medio sélido NGM suplementado con estreptomicina (10 ug/mL) con ayuda de un
hisopo de algodon estéril. Las placas de NGM se llevaron a incubar a 37 °C por 48
horas hasta su crecimiento total. Para inocular a C. elegans se transfiridé una
pequena parte de agar de un cultivo previo con al menos un nematodo vivo a la
nueva placa conteniendo a la cepa E. coli OP50 y se dejo incubar por 3 dias a 18

°C hasta la fase adulta del nematodo.

8.3.4 Crecimiento y mantenimiento de Galleria mellonella

La temperatura de su mantenimiento fue de 30-35 °C, una humedad relativa del 75-

85 % con circulacion de aire y suficiente alimento. Para los ensayos en los que se
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utilizé este modelo biolégico, se usaron larvas de aproximadamente 20 dias desde

que eclosionaron del huevo.

8.4 Experimentos fisiolégicos

8.4.1 Obtencién y conteo de esporas de M. lusitanicus

En este trabajo se usé el estadio asexual de M. lusitanicus, la cual produce
esporangiosporas (denominadas a partir de ahora como esporas). La esporas
fueron obtenidas previa inoculacién por estriado de 100 esporas de las diferentes
cepas de M. lusitanicus en la superficie de placas de Petri que de medio YPG-2 %
solido. Dichas placas se incubaron a 28 °C en presencia de luz durante 5 dias.
Posterior al crecimiento, las esporas fueron colectadas agregando 10 mL de agua
destilada estéril sobre las placas y raspando cuidadosamente con un asa de plastico
estéril; posteriormente las esporas se recuperaron y colocaron en un tubo conico de
50 mL donde se concentraron mediante centrifugacion a 2,000 rpm por 5 minutos a
temperatura ambiente y luego se realizaron dos lavados con agua destilada estéril.
Las esporas se resuspendieron en 20 mL de H20 destilada estéril, se etiquetaron
con la informacion correspondiente a cada cepa y se conservaron en refrigeracion
a4 -°C.

Para contar las esporas, se tomaron alicuotas de las mismas en tubos cénicos
estériles de 1 mL marca Eppendorf®, de ser necesario se diluyeron con agua para
poder contarlas en una camara de Neubauer (hematocitometro, marca PGC
Scientific) con ayuda de un microscopio optico ATC 2000 (Marca Leika) usando el
objetivo de 40x. Una vez que se contaron las esporas en los distintos cuadrantes,
se sumaron y se multiplicaron por el factor de 2.5 x 10* (equivalente al volumen de
la camara) y el resultado obtenido se multiplicé por el factor de dilucién empleado
para hacer la dilucion, el resultado se expres6 en esporas/mL. Una vez que se
colectaron las esporas y se contaron en la camara de Neubauer, se aplicé la
siguiente férmula para calcular la cantidad de esporas/cm?:

Esporas Esporas totales

cm? (Numero de placas)(Area superficial de la placa)
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8.4.2 Crecimiento radial de M. lusitanicus en un sustrato sélido

En placas de Petri que contenian el sustrato solido de interés se inocularon 100
esporas justo en el centro de la placa en donde se formd una pequena gota y se
dejo secar antes de tapar la placa. Una vez inoculadas, las placas de Petri se
incubaron a 28 °C por un periodo de 5 dias con ciclos de luz y oscuridad de 12 h
cada uno. Cada 24 h se realizé la medicién del didametro de la colonia generada.
Ademas, las esporas generadas al fin del experimento fueron recolectadas y se
contaron para medir la capacidad de esporulacion de las cepas ensayadas. Hay que
aclarar que, la medicion del diametro de la colonia se realizdé hasta la parte mas
externa del crecimiento (si se hace un zoom a las fotografias representativas del
crecimiento de las colonias, se puede observar que este extremo es de color palido,
ya que la medicion del diametro de la colonia se hacia a las primeras horas de la
mafana por lo que aun no habia una exposicion a la luz, pero representa la

extension del apice del micelio o, en otras palabras, el nuevo crecimiento).

8.4.3 Cinética de crecimiento en aerobiosis de M. lusitanicus

Se realiz6 para evaluar el porcentaje de células germinadas durante un intervalo de
tiempo. A demas, permite la observacion, con ayuda de un microscopio, del
crecimiento vegetativo en sus primeras etapas. Para este experimento se inocularon
5 x 10° esporas de la cepa de interés por cada mL de medio de cultivo. En el caso
de crecimiento micelial, se adicionaron 10 mL de medio en matraces Erlenmeyer
estériles de 125 mL, posteriormente se incubaron a 28 °C con agitacion constante
a 150 rpm en una incubadora (marca comercial FAITHFUL). Cada 2 horas se tomé
una muestra de 200 pL del matraz que fue inoculado e incubado, y dicha muestra
se colocd en un tubo cénico de 1 mL marca Eppendorf® que contenia 200 uL de
formol al 10 % (v/v) para fijar la muestra. Posteriormente, en un portaobjetos limpio
se colocaban 20 pyL de cada muestra obtenida de la cinética de germinacion y se
observaba con ayuda de un microscopio Optico y bajo un objetivo de 40x. Se
contaron al menos 100 células en total registrando el numero de células que habian

germinado.
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8.4.4 Cinética de crecimiento en anaerobiosis de M. lusitanicus

Se inocularon 5 x 10° esporas de la cepa de interés por cada mL de medio de cultivo.
En el caso de crecimiento levaduriforme, se adicionaron 10 mL de medio en vasos
de precipitados de 10 mL estériles, lo cuales se taparon con un tapon de corcho
estéril, el cual poseia una aguja estéril en su centro, lo cual permite el escape de
COg2; se incubaron a 28 °C sin agitacion en una estufa lo que favorece una atmésfera
sin O2; el sistema fue modificado del sistema “auto-anaerdbico” descrito
anteriormente (Salcedo-Hernandez y Ruiz Herrera, 1993). Se dejaron crecer por 4
h para favorecer el crecimiento isotropico de las células, y a partir de la hora 4, se
tomaron muestras cada 2 h de 200 pL del vaso de precipitados que fue inoculado e
incubado, y dicha muestra se coloco en un tubo coénico de 1 mL marca Eppendorf®
con 200 pL de formol para fijar la muestra. Posteriormente, en un portaobjetos limpio
se colocaron 20 uL de cada muestra obtenida de la cinética de germinacién y fue
observada con ayuda de un microscopio Optico y bajo un objetivo de 40x. Se

contaron 100 células en total registrando el numero de células germinadas.

8.4.5 Crecimiento en baja tension de oxigeno (O2) de M. lusitanicus

Se inocularon 5 x 10° esporas de la cepa de interés por cada mL de medio de cultivo.
Se adicionaron 10 mL de medio en matraces Erlenmeyer estériles de 125 mL, una
vez que se inocularon los matraces con los tratamientos a evaluar, se incubaron a
28 °C con agitacion constante a 40 rpm o a 50 rpm en una incubadora (marca
comercial FAITHFUL). La agitacion a 40 rpm o 50 rpm permite la generacion de una
baja tensidon de oxigeno en el liquido (Valle-Maldonado et al., 2020) permitiendo un
crecimiento mixto para las cepas. Pasadas 6 horas de incubacion se tomd una
muestra de 200 pL del matraz que fue inoculado e incubado, y dicha muestra se
coloco en un tubo coénico de 1 mL marca Eppendorf® con 200 pL de formol para fijar
la muestra. Posteriormente, en un portaobjetos limpio se colocaron 20 uL de cada
muestra obtenida de la cinética de germinacion y fue observada con ayuda de un
microscopio Optico y bajo un objetivo de 40x. Se contaron 100 células en total, y se

registraron el numero de células germinadas como hifas.
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8.4.6 Generacion de biomasa de M. lusitanicus

Se inocularon 5 x 10° esporas de la cepa de interés por cada mL de medio de cultivo.
En el caso de crecimiento micelial, se adicionaron 25 mL de medio en matraces
Erlenmeyer estériles de 125 mL, si el experimento evaluaba el efecto que tiene el
calcio en la velocidad de la germinacion de las esporas, a esos 25 mL de medio se
les agrego el volumen necesario de la solucion madre 1 M de cloruro de calcio para
obtener la concentracion deseada de calcio en el medio, una vez que se inocularon
los matraces con los tratamientos a evaluar, se incubaron a 28 °C con agitacion
constante a 150 rpm en una incubadora (marca comercial FAITHFUL). Se midio el
crecimiento a las 24 h, 48 hy 72 h. La biomasa generada a cada tiempo se filtr6 al
vacio y se colecto en papel filtro previamente pesado y secado. Después del secado
y enfriado, los filtros con la biomasa se pesaron en una balanza analitica hasta que

el peso se mantuvo constante.

8.4.7 Consumo de oxigeno de las células de M. lusitanicus

Se inocularon 5 x 10° esporas de la cepa de interés por cada mL de medio de cultivo.
En el caso de crecimiento micelial, se adicionaron 10 mL de medio en matraces
Erlenmeyer estériles de 125 mL, si el experimento evaluaba el efecto que tiene el
calcio en la respiracion de las células, a esos 10 mL de medio se les agregé el
volumen necesario de la solucion madre 1 M de cloruro de calcio, se incubaron a 28
°C con agitacién constante a 150 rpm en una incubadora (marca comercial
FAITHFUL) por 3 horas para el medio YPG-2 % y por 4 horas para el medio YNB-
0.1 %. Pasado el tiempo de incubacion para cada medio, las células se centrifugaron
a 2000 rpm por 5 minutos, se retird el sobrenadante y a la pastilla se le agrego 10
mL de agua destilada para lavar y se volvié a centrifugar a las mismas condiciones,
se repitid el proceso una vez mas. La concentracién de oxigeno fue determinada
por medio de un medidor de oxigeno, (Dissolved oxygen and Temperature meter,
Hanna instruments, model: HI9146). Los resultados se analizaron en el programa

Excel® en el que se calcularon los valores de la linea recta, siendo el valor de la
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pendiente el valor de la respiracion y tomando un valor minimo de R2de 0.9 para

cada uno.

8.4.8 Cuantificacion del radical OH-

Las esporas de cada una de las cepas evaluadas se cultivaron en el medio de cultivo
liquido correspondiente y se incubaron durante 2 h a 150 r.p.m. a 28 °C, después
de ese periodo de crecimiento, las células se recuperaron por centrifugacion a 2,000
rom durante 5 minutos y posteriormente se lavaron con el buffer HEPES 10 mM a
un pH de 7, y se repitié el proceso desde la centrifugacion tres veces. Después se
les adicion6 la molécula fluorescente 3’-(p-aminofenil) fluoresceina (APF) a una
concentracion de 10 uM disuelto en buffer HEPES con 0.1 % de dimetilformamida y
glucosa al 110 mM por 30 minutos en oscuridad, posteriormente las células se
recuperaron por centrifugacion y se lavaron tres veces con buffer HEPES y
finalmente se resuspendieron en buffer HEPES con glucosa. Las muestras se
mantuvieron en oscuridad hasta su procesamiento mediante el instrumento
VARIOSKAN LUX (Thermo Fisher Scientific®) para la cuantificacion del radical

hidroxilo con un filtro de emisién de 520 nm y a una linea de excitacion de 490 nm.

8.4.9 Produccion de sobrenadantes de M. lusitanicus

Se inocularon 5 x 10° esporas de la cepa de interés por cada mL de medio de cultivo.
En el caso de crecimiento micelial, se adicionaron 10 mL de medio en matraces
Erlenmeyer estériles de 125 mL, si el experimento evaluaba el efecto que tiene el
calcio en la velocidad de la germinacién de las esporas, se agrego el calcio
necesario, se incubaron a 28 °C con agitacion constante a 150 rpm en una
incubadora (marca comercial FAITHFUL®) por 48 h. Una vez transcurrido el tiempo
de incubacion, se separo la biomasa (micelio) del sobrenadante de cultivo mediante
filtracion al vacio con papel filtro Whatman® No.6 (3 um), el liquido se colectd en un

tubo coénico de 15 mL estéril, se rotulo y se congelo a -20 °C hasta su uso.
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8.4.10 Ensayo de supervivencia de C. elegans

Para evaluar el efecto téxico de los sobrenadantes, se colocd 1 mL de los distintos
sobrenadantes en cada uno de los pozos (por duplicado) de placas de 24 pozos
(Marca Corning®). Con ayuda de un microscopio de tipo estereoscopio (Leica®
MZ75) y con una asa de nicromo se transfirieron de 10-20 nematodos a cada uno
de los pozos que contenian sobrenadante. La placa con los nematodos se incubd
por 30 minutos a 18 °C y se contaron los nematodos vivos, a partir de este momento
se volvieron a incubar y se observaron cada 12 h por un tiempo de 72 h en total. El
criterio que se tomo en cuenta para determinar si los nematodos estaban muertos,
fue cuando estos permanecian inmoviles a la estimulacion fisica con el asa de
nicromo. Se registraron los resultados en la bitacora personal de laboratorio y

después se graficaron en un programa estadistico.

8.4.11 Ensayo de supervivencia de G. mellonella

Se formaron grupos de 20 larvas de G. mellonella las cuales fueron colocadas en
cajas de Petri de plastico estériles y vacias. Las larvas se inocularon con 10,000
esporas en un volumen total de 20 yL con ayuda de una jeringa y aguja para
insulina, en la ultima pro-pata (en el hemocele) de cada larva. Las esporas
inoculadas correspondian a la cepa silvestre o a las esporas obtenidas de cada
tratamiento. Ademas, se inoculé un grupo con agua salina fisiologica estéril como
control y se dejo otro grupo sin inocular. Una vez que se inocularon las larvas, estas
se incubaron a temperatura ambiente y se observaban y contaban cada dia,

separando a las larvas muertas de las vivas.

8.5 Analisis bioinformatico

Para el analisis bioinformatico se realizo la busqueda de canales de calcio de alta
afinidad (HACS, por sus siglas en inglés) en la base de datos del genoma de M.
lusitanicus (CBS277.49 v3.0). En hongos filamentosos, se ha descrito que estos
canales estan formados por dos proteinas, la proteina Cch1 y la proteina Mid1. Se

usaron como sondas a las proteinas homologas Cch1 (P50077, UniProt) y Mid1
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(P41821, UniProt) de S. cerevisiae. Se realizé un Blast proteina-proteina (con
analisis filtrado) en el genoma de M. lusitanicus para buscar posibles proteinas
homologas. Una vez obtenidas las posibles proteinas homologas para Cch1y Mid1
en M. lusitanicus, se depuraron las secuencias mediante un alineamiento global
entre ellas en el programa bioinformatico Bioedit®, en el que se tomo en cuenta el
porcentaje de identidad y similitud entre ellas, para discernir cuales eran diferentes.
Una vez que las posibles secuencias primarias de proteinas homologas de M.
lusitanicus fueron depuradas, se hizo un alineamiento global en el programa
Bioedit® con las proteinas homologas para Cch1 y Mid1 de otros organismos, en los
que se hizo el analisis de porcentaje de identidad y similitud global. Ademas,
también se analizaron residuos, motivos y dominios conservados en cada una de

las proteinas en los programas ClustalW® y Jalview®.

8.6 Analisis de imagenes

La captura de imagenes de las células fue mediante el uso de un microscopio
Optihot-2 (Marca NIKON®) y una camara Coolpix S10 (Marca NIKON®) usando el

objetivo de 40x para la magnificacion.

Ademas, se uso el software Q-capture® PRO-7 y la aplicacion suite para Leica® para

medir el tamano de las células.

8.7 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron mediante un analisis de varianza de una via
(ANOVA) en el programa estadistico que provee la aplicacion del Software Prism®
version 8.1. Las diferencias estadisticamente significativas se muestran con

asteriscos en las graficas, valor de p<0.05.

69




IX. Resultados

9.1 Crecimiento en medio sélido

9.1.1 Crecimiento de MU636 y las cepas mutantes Agpb1-3 y Agpg1-3 en

condiciones de aerobiosis en un sustrato sélido

Con el objetivo de conocer el fenotipo de las mutantes en las subunidades beta y
gama de las proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus (tabla 1MM), se evalu6
el crecimiento micelial por medio de crecimiento radial. Se inocularon 100 esporas
de cada cepa en placas de medio YPG al 2 % de glucosa y se midio el diametro de

la colonia cada dia (durante 5 dias) (Figuras 9y 10).

0 I I 1 1 0 1 I I 1

0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
Tiempo (Horas) Tiempo (Horas)

-~ MUG636 ® Agpgb1 -+ Agpgb2 -+ Agpgb3 -~ MUGB36 = Agpg1 =+ Agpg2 Agpg3

Figura 9. Efecto de las mutaciones en los genes de subunidades beta y gama
de proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus en el crecimiento micelial en
medio soélido. Crecimiento radial en medio sélido YPG-2 %. Se inocularon 100
esporas de cada cepa en el centro de la placa y se incubaron a 28 °C por 5 dias, se
midi6 el diametro de la colonia cada dia. A) Se muestran el crecimiento radial de las
mutantes en las subunidades betas; B) y de para las subunidades gama y la cepa
silvestre. n=3, se muestra el promedio de tres experimentos independientes. Las
barras corresponden al error estandar, analisis de varianza ANOVA de una via,
Dunnet, *p<0.05.
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Figura 10. Crecimiento radial de las mutantes en las subunidades beta y gama

de proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus (MU636). Se muestran
fotografias representativas del crecimiento radial en medio YPG-2 % de la cepa
silvestre (MU636) y de las mutantes Agpb1-3 y Agpg7-3 en condiciones de
aerobiosis y en un sustrato solido de las 48 horas de crecimiento. Se inocularon 100
esporas de cada cepa en el centro de la placa y se incubaron a 28 °C por 5 dias,
n=3.

La morfologia de las colonias de las cepas mutantes en las subunidades de las
proteinas G heterotriméricas es muy similar al de la cepa silvestre MU636 (WT). Las
colonias eran de color amarillo y con el paso de los dias se tornaban de color gris-
negro debido a la presencia de las esporas. El analisis estadistico revel6 que no
hubo diferencias significativas entre las cepas mutantes en las subunidades beta y
gama de proteinas G heterotriméricas y la cepa silvestre (MU636) en el crecimiento,

al final del experimento.
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9.1.2 Evaluacion del efecto del calcio en el crecimiento radial de la cepa
silvestre de M. lusitanicus (MU636)

Debido a que el calcio estimula el crecimiento micelial y la esporulacion en otros
hongos (Wang et al., 2012; Yu et al., 2012; Roy et al., 2020) se probo el efecto que

tiene este ion sobre el crecimiento radial de M. lusitanicus.

Se realiz6 el crecimiento radial en medio YPG-2 % suplementado con
concentraciones crecientes de CaCl2 (0.5, 2,4,16 y60 MMy 0.1, 0.2, 0.4, 1y 2 M).
En el centro de cada placa se inocularon 100 esporas de WT y se incubaron a 28°C
por 36 h con periodos de luz y oscuridad y se midié el diametro de la colonia por
dos dias (Figura 11). Al segundo dia se observd que, respecto al control, las
concentraciones de 2 mM, 4 mM, 16 mM y 60 mM de CaCl2 estimularon
significativamente (*p<0.05) el crecimiento radial, mientras que las concentraciones
de 0.1 M, 0.2 M, 0.4 M, 0.5 M de CaClz reprimieron significativamente (*p<0.05) el
crecimiento y a las concentraciones de 1 My 2 M de CaClz no hubo crecimiento. Al
dia 5 de crecimiento, se observé que el rango de concentraciones de 0.5 mM-0.2
M de CaClz evaluadas cubrieron totalmente la placa, mientras que el rango de
concentraciones de 0.4 M—-0.5 M de CaClzno la cubren. A las concentraciones de 1

My 2 M de CaClzno hubo crecimiento.
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Figura 11. Efecto del calcio en el crecimiento radial de la cepa silvestre de M.

5 dias

lusitanicus (MU636). A) Crecimiento radial en medio YPG-2 % suplementado con
concentraciones crecientes de CaCl2 (0.5 mM-2 M). Se inocularon 100 esporas de
cada cepa en el centro de la placa y se incubaron a 28 °C por 5 dias, n=3. B) Se
muestran fotografias representativas de la morfologia de colonia del crecimiento
radial en medio YPG-2 % de la cepa WT en condiciones de aerobiosis y en un
sustrato solido de los 2 y 5 dias de crecimiento. Se inocularon 100 esporas de cada
cepa en el centro de la placa (de 4 cm de diametro) y se incubaron a 28 °C por 5
dias, n=3, las barras corresponden al error estandar, analisis de varianza ANOVA

de una via, Dunnet, *p<0.05.

En las fotografias del crecimiento radial a los 2 dias de cada uno de los tratamientos,
se observaron colonias de color amarillo, color que es caracteristico de la cepa
silvestre de M. lusitanicus debido a la produccion de B-carotenos. Es interesante
mencionar que desde la concentracién de 0.1 M—0.5 M de CaCl:z el crecimiento ya
no es uniforme en sus bordes, como si lo es para las concentraciones de 0.5 mM —
4 mM de CaClz.

A los 5 dias de crecimiento se pudo observar que la morfologia de la colonia del
control y de los tratamientos con 0.5 mM-0.2 M de CaClz2 mostraban el desarrollo

de micelio aéreo que daba una apariencia algodonosa y con una coloracion que iba
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del marron al gris negruzco por la produccion de esporas. Los tratamientos con 0.4
My 0.5 M de CaClz no mostraron el desarrollo de micelio aéreo, ni un cambio en el
color de la colonia, permaneciendo de color amarillo. Ademas, a estas
concentraciones de CaClz se observd que el crecimiento seguia siendo de tipo no

polarizado como se observé a los 2 dias de crecimiento.

A partir de estos experimentos, se decidié proseguir a evaluar las concentraciones
mas bajas (siendo 0.5, 2 y 4 mM de CaClz2) de calcio en las que se observd que

estimularon significativamente el crecimiento micelial comparado con el control.

En la figura 11 se usaron placas de Petri de 4 cm de didmetro, para determinar si
también en placas de Petri de 9 cm de diametro se presenta el mismo efecto positivo

en el crecimiento radial de la cepa WT.

Se evaluaron las concentraciones de CaClz a evaluar (0.5 mM, 2 mM y 4 mM de
CaCl2) se inocularon 100 esporas de la cepa WT en el centro de cada placa de
YPG-2 %, las cuales se incubaron a 28 °C por 5 dias con periodos de luz y oscuridad
y se midi6 el diametro de la colonia cada dia. Ademas, para cuantificar el efecto que
tiene el calcio sobre la esporulacion de la cepa WT, se colectaron las esporas

(Figura 12), como se describe en el apartado de materiales y métodos.
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Figura 12. Efecto del calcio en el crecimiento radial de la cepa WT de M.
lusitanicus (MU636). A) Se muestran fotografias representativas de la morfologia
de las colonias por crecimiento radial en medio YPG-2 % suplementadas con CaClz
(0.5 mM—4 mM) de la cepa silvestre (MU636) en condiciones de aerobiosis y en un
sustrato sélido de las 72 h de crecimiento. B) Se muestra el crecimiento radial
(diametro de la colonia) de la cepa WT que creci6 en placas suplementadas con
calcio. C) Grafica que representa el efecto que tiene el calcio sobre la esporulacién
de M. lusitanicus. Se inocularon 100 esporas de cada cepa en el centro de la placa
y se incubaron a 28 °C por 5 dias, n=3, las barras corresponden al error estandar,

analisis de varianza ANOVA de una via, Dunnet, *p<0.05.

En las fotografias del crecimiento radial de cada uno de los tratamientos, se
observan colonias de color amarillo, color que es caracteristico de la cepa WT.
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Se observo que el calcio estimulé el crecimiento radial de M. lusitanicus, este efecto
se cuantifico y se visualizO como un mayor diametro de la colonia en aquellos
sustratos que contenian CaCl2 (0.5 mM - 0.4 mM) comparado con el control
(MUG36). Este estimulo significativo (p valor) en el crecimiento se pudo observar
desde las 24 horas a la concentracion de 4 mM de CaClz2 y se mantuvo hasta la
ultima medicion del diametro de la colonia, para la concentracién de 2 mM de CaClz
el estimulo significativo en el crecimiento se observo desde las 48 horas y para la
concentracion de 0.5 mM de CaClz2 se observé un estimulo significativo en el

crecimiento a partir de las 72 horas.

Los tratamientos con 2 mM y 4 mM de CaClz estimularon significativamente

(*p<0.05) la produccion de esporas de la cepa WT comparada con el control.

9.1.3 Evaluacion del efecto del EDTA en el crecimiento radial de la cepa WT de

M. lusitanicus

Se realiz6 el crecimiento radial en medio sélido de YPG-2 % suplementado con
concentraciones crecientes de EDTA (0.02 mM, 0.2 mM, 0.6 mM, 0.8 mMy 1 mM).
En el centro de cada placa se inocularon 100 esporas de la cepa silvestre y se
incubaron a 28 °C por 36 horas con periodos de luz y oscuridad y se midi6 el

diametro de la colonia durante 5 dias (Figura 13).

Se observd que la concentracion de 0.02 mM de EDTA aparentemente no tuvo
efecto en el crecimiento respecto al control (MUG636), pero el micelio generado fue
de color blanco, comparada con el control que es de color amarillo y que con el
tiempo se tornd de un color grisaceo o negruzco. A 0.2 mM de EDTA se observo un
crecimiento reducido comparado con el control a los 2 dias de crecimiento; ademas,
el micelio generado fue de color blanco no logrando formar un tapete de micelio en
toda la placa. A las concentraciones de 0.6 mM-1 mM de EDTA no hubo crecimiento
(Figura 13). Ademas, se observé que el EDTA desde la concentracion minima

probada, redujo la esporulacion (Figura 13).
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Figura 13. Efecto del EDTA en el crecimiento radial de la cepa WT de M.
lusitanicus (MU636). A) Se muestran fotografias representativas de la morfologia
de las colonias por crecimiento radial en medio YPG-2 % suplementadas con EDTA
(0.02 mM-1 mM) de la cepa silvestre (MUG36) en condiciones de aerobiosis y en

un sustrato solido de las 48 horas de crecimiento. B) Se muestra el crecimiento
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radial (diametro de la colonia) de la cepa silvestre de M. lusitanicus que crecio en
placas suplementadas con concentraciones crecientes de EDTA. Se inocularon 100
esporas de cada cepa en el centro de la placa y se incubaron a 28 °C por 5 dias,
n=3, las barras corresponden al error estandar, analisis de varianza ANOVA de una
via, Dunnet, *p<0.05.

9.1.4 Efecto del calcio en el crecimiento radial de las mutantes en subunidades

beta y gama de proteinas G heterotriméricas en un medio sélido

En experimentos previos (Figuras 11 y 12) se evalué el efecto del calcio sobre el
crecimiento radial de la cepa silvestre de M. lusitanicus (MU636), con el objetivo de
conocer si este ion tiene un efecto en el crecimiento radial de las mutantes en
proteinas G heterotriméricas Agpb1-3 y Agpg1-3, se realizaron experimentos

similares a los anteriores.

Se observo que la cepa WT de M. lusitanicus (MUG636) respondi6 al estimulo por
calcio, lo que se tradujo en un mayor crecimiento y en un mayor diametro respecto
al control (sin calcio) (Figura 14, B) linea azul y D) linea negra punteada). Respecto
a las mutantes en proteinas G heterotriméricas, en las subunidades beta, se
observé que todas respondieron al estimulo por calcio (Figura 14, D) y tienen un
crecimiento significativamente mayor (*p<0.05) cuando se les compara con la cepa

silvestre sin tratamiento y con cada una de las mutantes sin tratamiento.
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Figura 14. Efecto del calcio en el crecimiento radial de las mutantes en
subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas. A) Se muestran
fotografias representativas de la morfologia de las colonias por crecimiento radial
en medio YPG-2 % (control, arriba) y YPG-2 % suplementadas con 4 mM de CaClz
(tratamiento, abajo) de la cepa silvestre (MU636) y de las mutantes por delecién en
las subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas en condiciones de
aerobiosis y en un sustrato sélido de las 48 h de crecimiento. B) y C) Se muestra el
crecimiento radial (diametro de la colonia) de la cepa WT y de las mutantes por
delecion en las subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas en medio
YPG-2 % (control). D) y E) Se muestra el crecimiento radial (diametro de la colonia)
de la cepa WT y de las mutantes por delecion en las subunidades beta y gama de
proteinas G heterotriméricas en medio YPG-2 % suplementado con 4 mM de CaClz
(tratamiento). Para este experimento se inocularon 100 esporas de cada cepa en el
centro de la placa y se incubaron a 28 °C por 5 dias, n=3, las barras corresponden
al error estandar, analisis de varianza ANOVA de una via, Dunnet, *p<0.05.
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Dos de las subunidades gama (Agpg1y Agpg?2), al igual que la cepa WT, mostraron
un mayor crecimiento en la presencia de calcio (Figura 14, E) respecto a las cepas
silvestre y las mutantes cuando se crecieron sin calcio (Figura 14, C).
Interesantemente, en presencia de calcio la mutante en Agpg3 redujo
significativamente (*p<0.05) su crecimiento respecto a la cepa silvestre (MUG36)
crecida en presencia de calcio, siendo mas notorio cuando la cepa silvestre crecio

en presencia de cacl.

En general, las mutantes beta y gama tienen el mismo crecimiento radial que la
cepa silvestre (MU636) en presencia de calcio a excepcion de la mutante en Agpg3,

que mostré un crecimiento reducido en presencia de calcio.

9.1.5 Efecto del EDTA en el crecimiento radial de las mutantes en subunidades

beta y gama de proteinas G heterotriméricas

Debido a que la concentracion de 0.2 mM de EDTA tuvo un efecto negativo en el
crecimiento radial de la cepa silvestre de M. lusitanicus (MU636), se uso esta

concentracion para evaluar el efecto que tiene en las mutantes Agpb1-3y Agpg1-3.

De forma general se observé que el EDTA tuvo un efecto significativo (*p<0.05) en
la disminucion del crecimiento radial en la cepa silvestre de MU636 y en todas las
mutantes en proteinas G heterotriméricas Agpb1-Agpb3 y Agpg1- Agpg2 al
comparar su crecimiento sin EDTA. La excepcion fue la mutante en Agpg3, que
mostré un crecimiento aun mas reducido en presencia de EDTA. Ademas, la
coloracién de las colonias cuando crecieron en presencia de EDTA fue de un color

blanco y con una produccién de esporas disminuida con respecto al control.

Los resultados se muestran en la figura 15.
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Figura 15. Efecto del EDTA en el crecimiento radial de las mutantes en
subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas. A) Se muestran
fotografias representativas de la morfologia de las colonias por crecimiento radial
en YPG-2 % (control, arriba) y YPG-2 % suplementadas con 0.2 mM de EDTA
(tratamiento, abajo) de la cepa silvestre (MU636) y de las mutantes en subunidades
beta y gama en condiciones de aerobiosis y en un sustrato solido de las 48 h de
crecimiento. B) y C) Se muestra el crecimiento radial (diametro de la colonia) de la
cepa WT y de las mutantes en subunidades beta y gama . D) y E) Se muestra el
crecimiento radial de la cepa WT y de las mutantes en las subunidades beta y gama
en medio YPG-2 % suplementado con 0.2 mM de EDTA (tratamiento). Para este
experimento se inocularon 100 esporas de cada cepa en el centro de la placa y se
incubaron a 28 °C por 5 dias, n=3, las barras corresponden al error estandar,

analisis de varianza ANOVA de una via, Dunnet, *p<0.05.

A este punto, se observé de forma general, que la cepa silvestre de M. lusitanicus
respondié a la adicion extracelular de calcio en el medio, aumentando su
crecimiento radial y su capacidad de esporulacion. En este medio de crecimiento se
observé que las mutantes se comportan de manera similar al de la cepa silvestre y
que responden al estimulo por calcio a excepcion de la mutante en gama 3, la cual
reduce su crecimiento radial al crecer en un medio suplementado con calcio.

Ademas, se demostrd que el calcio es necesario para el crecimiento de las cepas.

9.2 Crecimiento en medio liquido

El crecimiento de MU636 en medio sélido suplementado con CaClz mostré un efecto
significativo en su crecimiento. En los experimentos siguientes se evaluo el efecto

que tiene este ion en medio liquido.
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9.2.1 Evaluacién de la velocidad de germinacion en medio liquido de las
esporas de la cepa WT de M. lusitanicus obtenidas de placas que fueron

suplementadas con calcio

Se evalud la velocidad de germinacioén de las esporas de la cepa silvestre de M.
lusitanicus (MUG636) en el medio liquido YPG-2 %.

En la figura 16 se muestra la velocidad de germinacién de las esporas que fueron
producidas en presencia de 0.5 mM — 4 mM de CaClz, asi como la morfologia celular
que se observé en cada uno de los tratamientos evaluados. Los resultados
mostraron que al suplementar el medio con 2 mM y 4 mM de CaClz tuvo un efecto
significativo (*p<0.05) sobre la velocidad de germinacion de dichas esporas en un
medio liquido. Este efecto significativo se aprecié a las 3 y 4 horas respecto al
control. Ademas, se observdo que la célula madre tenia un mayor diametro
comparado con el de la célula madre del control; ademas, se observdé que con
dichos tratamientos la célula madre presenté hiperfilamentacién, tubos germinativos
con un mayor diametro y de mayor longitud a diferencia del control, en el que la
célula madre solo presentaba en su mayoria 2 tubos germinativos de menor

diametro y longitud.
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Figura 16. Efecto del calcio sobre la velocidad de germinacion de las esporas
de M. lusitanicus en condiciones de aerobiosis. Para este experimento se
usaron las esporas de M. lusitanicus que fueron recolectadas de placas que
contenian cada uno de los tratamientos evaluados. A) Se inocularon 5 x 10°
esporas/mL de medio y se incubaron 6 h a 28 °C y a 150 rpm en una incubadora
rotatoria. B) Se muestran fotografias representativas de la morfologia de las células
a las 4 h de germinacion de cada uno de los tratamientos. La barra de longitud en
las fotografias corresponde a 20 um, n=3, las barras corresponden al error estandar,

analisis de varianza ANOVA de una via, Dunnet, *p<0.05.

La concentracion de 0.5 mM de CaClz no tuvo un efecto significativo sobre la
velocidad de germinacion comparado con el control; sin embargo, la célula madre
presento hiperfilamentacion y sus tubos germinativos presentaron, aparentemente,

un mayor diametro y longitud.

9.2.2 Efecto del calcio sobre la velocidad de germinaciéon en anaerobiosis de

M. lusitanicus

En este experimento se evaluo si la adicidn del calcio directamente al cultivo liquido
seguia manteniendo el efecto positivo sobre la velocidad de germinacion. El
suplementar el medio de cultivo directamente con calcio (0.5 mM—-4 mM), estos
mostraron un efecto positivo y significativo (*p<0.05) sobre la velocidad de
germinaciéon de las esporas de MU636 desde la primera hora y hasta concluir el
experimento en comparacion a la germinacion de las esporas sin calcio. En cuanto

a la morfologia de las células (Figura 17, B).
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Figura 17. Efecto del calcio sobre la velocidad de germinacién de las esporas
de M. lusitanicus en condiciones de aerobiosis. Para este experimento se
usaron las esporas de M. lusitanicus que fueron recolectadas de placas de YPG-2
% y al medio de cultivo liquido se le adicionaron cada uno de los tratamientos de
calcio evaluados. A) Se inocularon 5 x 10° esporas/mL de medio y se incubaron 6 h
a 28 °C y a 150 rpm en una incubadora rotatoria. B) Se muestran fotografias
representativas de la morfologia de las células a las 4 h de germinacién de cada
uno de los tratamientos analizados. La barra de longitud en las fotografias
corresponde a 20 uym, n=3, las barras en el grafico corresponden al error estandar,

analisis de varianza ANOVA de una via, Dunnet, *p<0.05.
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Se observo que los tratamientos con calcio promueven la hiperfilamentacion, el
alargamiento de las hifas, el aumento en el grosor de las hifas y su ramificacion, asi
como el aumento en el diametro de la célula madre cuando se les compara con la
morfologia observada para las células del control en el que la célula madre sélo
presentaba en su mayoria 2 tubos germinativos de menor diametro y longitud
(Figura 18).
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Figura 18. Efecto del calcio extracelular sobre la longitud y el nuimero de hifas
de las células de M. lusitanicus. Se inocularon 5x10° esporas en 10 mL de medio
liquido YPG-2 % y se incubaron a 28 °C a 150 rpm. Para los tratamiento con CaCl2
se adiciond al cultivo el volumen necesario del stock para obtener concentraciones
del ion a 0.5 mM, 2 mM y 4 mM. Se midié la longitud de la hifa (A) y el nimero de
hifas por cada célula (B) a la hora 4 de germinacion. n=3, las barras en el grafico
corresponden al error estandar, analisis de varianza ANOVA de una via, Dunnet,
*p<0.05.

Dado que el medio liquido YPG-2 % contiene calcio, se decidié también evaluar el
efecto que tiene el calcio sobre la velocidad de germinacion de las esporas de M.
lusitanicus en un medio de cultivo en el que la concentracién de calcio fuera
controlada. Se opté por usar el medio Vogel, el cual es un medio minimo y sintético
para hongos, para controlar la concentracion de calcio presente en el medio.

Usando al medio Vogel-2 % suplementado con varias concentraciones de calcio se
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decidio6 evaluar la velocidad de germinacion de las esporas de M. lusitanicus, bajo
las mismas condiciones de crecimiento usadas para el medio YPG-2 %. Los

resultados de este experimento se muestran en la siguiente figura (Fig. 19).

El medio Vogel-2 % arrojo resultados muy similares a los obtenidos para la
velocidad de germinacién evaluados en el medio de cultivo YPG-2 % (figura 19,
panel A y figura 17). Este medio Vogel generé un aumento significativo en la
velocidad de germinacién de las esporas en presencia de las concentraciones de
calcio evaluadas desde las primeras 2 horas del crecimiento y hasta el final del
experimento al compararlos con los resultados del control. En la concentracion mas
baja de calcio evaluada (50 pM de CaCl2), no se observé un cambio
estadisticamente significativo comparado con el control en cuanto a la velocidad de
germinacion, ni en la morfologia.
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Figura 19. Efecto del calcio sobre la velocidad de germinacion de las esporas
de M. lusitanicus en condiciones de aerobiosis en medio Vogel-2 %. Para este
experimento se usaron las esporas de M. lusitanicus que fueron recolectadas de
placas de YPG-2 % y al medio de cultivo liquido se le adicionaron cada uno de los
tratamientos de calcio evaluados. A) Se inocularon 5 x 10° esporas/mL de medio y
se incubaron 8 h a 28 °C y a 150 rpm en una incubadora rotatoria. B) Se muestran
fotografias representativas de la morfologia de las células a las 4 h de germinacion
de cada uno de los tratamientos analizados. La barra de longitud en las fotografias
corresponde a 20 ym, n=3, las barras en el grafico corresponden al error estandar,

analisis de varianza ANOVA de una via, Dunnet, *p<0.05.

La morfologia a las 4 horas de crecimiento de las células generadas en la condicion
control (en el medio Vogel sin calcio) y en la concentracion de 50 uM de CaClz, se
observo que de las células madre emergio un unico tubo germinativo, mientras que
para el resto de las concentraciones de calcio evaluadas la célula madre presentaba
de 2 hasta 4 tubos germinativos por célula. Ademas, el calcio también promovio el
alargamiento de las hifas y su ramificacion, esta ultima caracteristica del crecimiento

ausente en el crecimiento obtenido para el control.

9.2.3 Evaluacion de la velocidad de germinacion de las esporas de M.

lusitanicus obtenidas de placas suplementadas con EDTA

Debido a que el EDTA tuvo un efecto significativo (*p<0.05) en la disminucién del
crecimiento radial de este Mucoral, por lo que se probd su efecto en un sustrato

liquido.

Se inocularon 5x108 de esporas de MU636 (fueron obtenidas de placas a las cuales
se les habia suplementado con la concentracion deseada de EDTA) en 10 mL de
medio liquido YPG-2 % y se incubaron durante 8 h a 28 °C y a 150 rpm en una
incubadora rotatoria. Se tomaron muestras cada 2 h y después se observaron bajo
el objetivo de 40x del microscopio. En la figura 20 se observan los resultados del

experimento.
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Se observd una disminucion significativa (*p<0.05) en la velocidad de germinacion
de las esporas desde la hora 3 manteniéndose hasta el final del experimento de las
esporas que fueron recolectadas de placas (medio sélido) a las que se les
suplementé con 0.2 mM de EDTA. Para el tratamiento de 0.02 mM de EDTA se
observo una velocidad de germinacion similar a la del control durante todo el
experimento. Ademas, se observé que los tratamientos con EDTA tienen la misma

morfologia que las células del control (Figura 20, B).
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Figura 20. Evaluacién de la velocidad de germinacién de las esporas de M.
lusitanicus obtenidas de placas que fueron suplementadas con EDTA. A) Se
muestra una curva representativa de la velocidad de germinacion de las esporas

tratadas con EDTA. Se inocularon 5x108 esporas en 10 mL de medio liquido YPG-
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2 % y se incubaron a 28 °C a 150 rpm. B) Imagenes representativas de la morfologia
de las células a la hora 4 de la germinacion. La barra de longitud en las fotografias
corresponde a 20 um, n = 3, las barras en el grafico corresponden al error estandar,

analisis de varianza ANOVA de una via, Dunnet, *p<0.05.

9.2.4 Evaluacién del efecto de la adicion de EDTA al medio liquido en la

velocidad de germinacion de M. lusitanicus

Se observd que el suplementar las placas con EDTA al 0.2 mM resulté en una
disminucion significativa (*p<0.05) en la velocidad de germinacion de las esporas
en medio liquido que recibieron dicho tratamiento comparado con el control (figura
20). El efecto de la adicion del EDTA en el medio liquido directamente tuvieron un
efecto significativamente mayor (*p<0.05) sobre la velocidad de germinacion de las
esporas en comparacion con el control (figura 21). En cuanto a la morfologia de las
células que germinaron, se pudo observar que la célula madre era mas pequefia en

los tratamientos con EDTA y solo presentaban un unico tubo germinativo.
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Figura 21. Evaluacion del efecto que tiene el EDTA agregado al medio liquido
sobre la velocidad de germinacion de las esporas de M. lusitanicus. A)
Velocidad de germinacion de las esporas tratadas con 0.02 mM y 0.2 mM de EDTA.
B) Imagenes representativas de la morfologia de las células a la hora 4 de la
germinacion. Se inocularon 5x108 esporas en 10 mL de medio liquido YPG al 2 %
de glucosay se incubaron a 28 °C a 150 rpm. La barra de longitud en las fotografias
corresponde a 20 um, n = 3, las barras en el grafico corresponden al error estandar,

analisis de varianza ANOVA de una via, Dunnet, *p<0.05.

En la siguiente figura (Fig. 22) se puede observar en el panel A, que la longitud de
las hifas de MU636 tienen una longitud promedio de aproximadamente 21 umy con
el tratamiento de 0.02 mM de EDTA una longitud de 18 pm en promedio, que no fue
significativo comparado con la del control, solo el tratamiento con 0.2 mM de EDTA
mostré una reduccion significativa en la longitud de la hifa (7 um en promedio). En
cuanto al numero de hifas, se observé que ambos tratamientos con EDTA redujeron

significativamente (*p<0.05) el numero de hifas por cada célula madre.
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Figura 22. Efecto del EDTA sobre la longitud y el nUmero de hifas de las células
de M. lusitanicus. Se inocularon 5x108 esporas en 10 mL de medio liquido YPG-2
% y se incubaron a 28 °C a 150 rpm. Para los tratamiento con EDTA se adicion6 al

cultivo el volumen necesario del stock para obtener concentraciones de la molécula
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a 0.02 mMy 0.2 mM. Se realizaron las mediciones a la hora 4 de germinacion. n=3,
las barras en el grafico corresponden al error estandar, analisis de varianza ANOVA

de una via, Dunnet, *p<0.05.

9.2.5 Efecto del calcio sobre la velocidad de germinacion de las mutantes en

las subunidades beta y gama de M. lusitanicus

El crecimiento radial de las mutantes en subunidades beta y gama en el medio YPG-
2 % mostraron un crecimiento similar al de la cepa silvestre, de igual manera cuando
las placas fueron suplementadas con calcio, solo la mutante Agpg3 mostré un

crecimiento significativamente (*p<0.05) menor.

Con el objetivo de evaluar si este fendmeno se mantenia en medio liquido, se realizd
el experimento usando las mutantes en subunidades beta y gama en condiciones
de aerobiosis y suplementando el medio liquido con la concentracion 4 mM de
calcio, con la cual se observé un mayor efecto sobre el crecimiento radial en la cepa
WT.

Los resultados de este experimento demostraron que las mutantes en las
subunidades beta 1 y gama 1 tienen una ligera disminucion en la velocidad de
germinacién y las mutantes restantes crecen de forma similar a la cepa silvestre
(figura 23, panel Ay B,). Con el tratamiento con calcio (C y D) se observo que Agpb1
y Agpg1 no responden al estimulo por la adicién de calcio comparado con los datos
obtenidos para la cepa WT, la mutante Agpg3 disminuyé significativamente
(*p<0.05) su velocidad de germinacion y el resto de las mutantes aumentaron

significativamente (*p<0.05) la velocidad de germinacién como la cepa WT.
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Figura 23. Efecto del calcio sobre la velocidad de germinacién de las esporas
de las mutantes en subunidades beta y gama de M. lusitanicus. Se muestra la
velocidad de germinacién de las esporas de las mutantes en proteinas G
heterotriméricas en 10 mL de medio liquido YPG-2 % suplementado con la
concentracion de 4 mM de CaClz. Se inocularon 5x10° esporas y se incubaron a 28
°C a 150 rpm. n = 3, las barras en el grafico corresponden al error estandar, analisis
de varianza ANOVA de una via, Dunnet, *p<0.05.

Cuando se uso6 el medio minimo YNB-2 %, el cual es un medio que estimula el
metabolismo oxidativo, se observo (Figura 24 panel Ay B, control) que las mutantes
en Agpb1y Agpg1 tuvieron una velocidad de germinacion significativamente menor
(*p<0.05) en comparacion con los datos de la cepa WT vy el resto de las mutantes.
La velocidad de germinacion para todas las cepas usadas disminuyd en
comparacioén de los resultados obtenidos en el medio YPG-2 %. Al suplementar el
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medio YNB-2 % con 4 mM de CaClz, se observé un aumento significativo (*p<0.05)

en la velocidad de germinacién (Figura 22 panel C y D) de la cepa silvestre y las
cepas Agpb2, Agpb3y Agpg2. Las cepas Agpb1y Agpg 1 no respondieron al estimulo
por calcio en este medio. Interesantemente, la cepa en Agpg3 disminuyd
significativamente (*p<0.05) su velocidad de germinacion en comparacion de la
condicion sin tratamiento o respecto a la cepa WT.
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Figura 24. Efecto del calcio sobre la velocidad de germinacién de las esporas
de las mutantes en subunidades beta y gama de M. lusitanicus. Se muestra la
velocidad de germinacién de las esporas de las mutantes en proteinas G
heterotriméricas en 10 mL de medio liquido YNB-2 % suplementado con la

concentracion de 4 mM de CaCl.. Se inocularon 5x10° esporas y se incubaron a 28
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°C a 150 rpm. n = 3, las barras en el grafico corresponden al error estandar, analisis
de varianza ANOVA de una via, Dunnet, *p<0.05.

9.2.6 Efecto del calcio en el crecimiento micelial (bhiomasa) en condiciones de
aerobiosis de M. lusitanicus

Debido a que el calcio promovio el crecimiento radial M. lusitanicus (figura 11y 12,
crecimiento radial) y con la finalidad de demostrar que el calcio genera un efecto
similar en un medio liquido, se realizé el experimento de generacion de biomasa, en
el que se cuantificd el crecimiento micelial en YPG-2 % y YNB-2 %. En ambos
medios de cultivo se observo un efecto positivo en el aumento de la generacion de
biomasa desde la concentracion de 0.5 mM de CaClz, siendo mas evidente en YPG-
2 % en la concentracién mas alta de calcio usada (4 mM) en comparacién con el
control, este efecto positivo se observd desde las primeras horas de crecimiento y

se mantuvo a lo largo del experimento (figura 25).
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Figura 25. Efecto del calcio en la generacion de biomasa de M. lusitanicus

durante el crecimiento micelial en medio rico y medio minimo. Se inocularon
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12.5 x10° de esporas en 20 mL de medio liquido y se incubaron a 28 °C a 150 rpm.
A) Medio YPG-2 % (medio rico). B) Medio YNB-2% (Medio minimo). Para los
tratamiento con calcio se adicion6 al cultivo el volumen necesario del stock para
obtener las concentraciones de 5 pM, 0.5 mM, 2 mM y 4 mM. n=3, las barras en el
grafico corresponden al error estandar, analisis de varianza ANOVA de una via,
Dunnet, *p<0.05.

9.2.7 Funcién de las subunidades beta y gama de las proteinas G
heterotriméricas de M. lusitanicus en el crecimiento aerébico (biomasa) en

presencia de calcio

Con el objetivo de elucidar si las proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus
participan en la generacion de biomasa en presencia de calcio, se hizo uso de las
mutantes en los genes que codifican a estas proteinas y se crecieron en YPG-2 %
y YNB-2 %. Se observé que las mutantes en subunidades beta 1 y gama 1
generaron una menor biomasa comparado con la cepa WT, siendo
significativamente menor (*p<0.05) su crecimiento y ademas no respondieron al
estimulo por calcio a ninguna de las concentraciones de calcio evaluadas a
comparacion de la cepa silvestre y al de las mutantes sin tratamiento con calcio
(figura 26). La cepa WT y las demas mutantes tuvieron una produccion de biomasa
muy similar a las condiciones mencionadas. Con los tratamientos con calcio, la cepa
WT respondio significativamente (*p<0.05) aumentando la produccion de biomasa
en presencia de calcio, al igual que también lo hicieron las mutantes en las
subunidades beta 2, beta 3 y gama 2, siendo muy parecido al de la cepa WT y mayor
si se comparan al de la biomasa producida por las mutantes sin el tratamiento con
calcio. La mutante en la subunidad gama 3 disminuyd significativamente (*p<0.05)
la generacion de biomasa cuando fue tratada con calcio a diferencia de la condicién

sin tratamiento con calcio o de la cepa WT.
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Figura 26. Efecto del calcio en la generacidén de biomasa de las mutantes en
subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus
durante el crecimiento micelial en medio rico. Se inocularon 12.5 x10¢ de
esporas en 20 mL de medio liquido YPG al 2 % de glucosa y se incubaron a 28 °C
a 150 rpm, se obtuvo la biomasa a distintos tiempos. A) y B) Biomasa obtenida para
las mutantes en subunidades beta y cepa WT. C) y D) Biomasa obtenida para las
mutantes en subunidades gama y cepa WT con los tratamientos con calcio (5 uM,
0.5 mM, 2 mM y 4 mM, se muestra en lineas de color negro punteadas). n=3, las
barras en el grafico corresponden al error estandar, analisis de varianza ANOVA de

una via, Dunnet, *p<0.05.

De igual forma, se evalué la generacion de biomasa de las mutantes en proteinas
G heterotriméricas de M. lusitanicus en el medio minimo YNB-2 % y a las mismas
condiciones de crecimiento que en el experimento anterior. En la figura 27 se puede

observar que el comportamiento de las mutantes y de la cepa WT es muy similar a
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los resultados obtenidos en el medio rico YPG-2 % con y sin tratamiento con calcio,

sin embargo, en este medio se pudo observar que el crecimiento y por ende la
generacion de biomasa fue menor.

Estos resultados sugieren que las subunidades beta 1 y gama 1 son necesarias

para el crecimiento aerobio micelial, el cual es estimulado por la adicion de calcio
extracelular.
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Figura 27. Efecto del calcio en la generacién de biomasa de las mutantes en
subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus
durante el crecimiento micelial en medio minimo. Se inocularon 12.5 x10° de
esporas en 20 mL de medio liquido YNB-2 % y se incubaron a 28 °C a 150 rpm, se

obtuvo la biomasa a distintos tiempos. A) y B) Biomasa obtenida para las mutantes
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en subunidades beta y cepa WT. C) y D) Biomasa obtenida para las mutantes en
subunidades gama y cepa WT con los tratamientos con calcio (5 uM, 0.5 mM, 2 mM
y 4 mM, se muestra en lineas de color negro punteadas). n=3, las barras en el

grafico corresponden al error estandar, analisis de varianza ANOVA de una via,
Dunnet, *p<0.05.

9.2.8 Efecto del calcio en la morfologia de M. lusitanicus creciendo a bajas
concentraciones de oxigeno

Cuando los matraces se agitan a 150 rom (14.4 + 1.2 % de oxigeno), la morfologia
resultante de M. lusitanicus es completamente de hifas (100 %); mientras que, a
bajas concentraciones de oxigeno, se generé una mezcla de morfologias, entre 80
% hifas y 20 % de levaduras aproximadamente (Valle-Maldonado et al., 2020).
Dados estos antecedentes, se prosiguidé a evaluar el efecto que podria tener el
calcio extracelular sobre el crecimiento micelial de M. lusitanicus a bajas
concentraciones de oxigeno. El crecimiento a 40 rpm (4.9 + 0.45 %) mostré que la
cepa WT genero alrededor de un 58 % de hifas y aproximadamente un 42 % de
levaduras (figura 28, panel A)
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Figura 28. Efecto del calcio sobre la morfologia de crecimiento de M.
lusitanicus a bajas concentraciones de oxigeno. Se inocularon 6 x10° de
esporas en 10 mL de medio liquido YPG-2 % (control), y se probaron las
concentraciones de calcio y se incubaron a 28 °C a A) 40 rpm y a B) 50 rpm durante
6 h, al finalizar el experimento se tomaron alicuotas y se fijaron con formol y
posteriormente se contaron 100 células (hifas y levaduras) bajo el objetivo de 40x
del microscopio 6ptico. n=3, las barras en el grafico corresponden al error estandar,

analisis de varianza ANOVA de una via, Dunnet, *p<0.05.

La adicién de calcio a 40 rpm mostré un aumento significativo (*p<0.05) en la
morfologia hifal desde la concentracion de 2 mM y 4 mM de CaCl2 en las que se
obtuvo aproximadamente un 70 % y 80 % de dicha morfologia, respectivamente,

comparado con el 58 % de hifas en la ausencia de calcio.

En el panel B se puede observar que la agitacion a 50 rpm (7.3 £ 0.56 % de oxigeno),
genero alrededor de un 82 % de hifas y aproximadamente un 18 % de levaduras en
la cepa WT, lo que coincide con lo reportado por Valle-Maldonado et al. (2020). Se
observo que la adicién de 0.5 mM, 2 mM y 4 mM de CaClz indujeron un aumento
significativo de hifas (100 %), comparado con el 80 % de la condicién control.
Ademas, la adicidn de calcio a 50 rpm generdé un mayor porcentaje de hifas en M.

lusitanicus, que las observadas a 40 rpm.

Estos datos sugieren que el CaClz ejerce un efecto positivo en el crecimiento hifal
de M. lusitanicus aun a bajas concentraciones de oxigeno y su efecto aumento

cuando la concentracion de oxigeno presente en el medio también aumentd.

9.2.9 Efecto las subunidades beta y gama de las proteinas G heterotriméricas
de M. lusitanicus en la morfologia generada a bajas concentraciones de

oxigeno en presencia de calcio

Se prosiguid a evaluar el efecto que podria tener el calcio extracelular sobre las
mutantes en los genes que codifican a las subunidades de las proteinas G

heterotriméricas a bajas concentraciones de oxigeno, usando la concentracién de 4
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mM de CaClz. Las mutantes Agpb2 y Agpb3 crecieron de manera similar a la cepa
WT en medio rico YPG-2 % a una tension de oxigeno de 4.9 £ 0.45 % en la que
generaron una mezcla de morfologias (aproximadamente 60 % hifas y 40 %
levaduras). Por otro lado, las mutantes Agpb71 y Agpg1 tuvieron un crecimiento
significativamente menor (*p<0.05) de la forma micelial comparado con el de la cepa
WT; solo generaron un 37 % de la forma micelial y un 63 % de la forma
levaduriforme. Las mutantes Agpg2 y Agpg3 mostraron un ligero aumento que fue
significativo (*p<0.05) en la germinacion de tipo hifal (70 %) comparado con el valor
de la cepa WT (60 %) (figuras 29 y 30).
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Figura 29. Efecto del calcio sobre la morfologia de crecimiento de las mutantes
en subunidades beta y gama de M. lusitanicus a bajas concentraciones de
oxigeno. A) Se inocularon 6 x10°® de esporas en 10 mL de medio liquido YPG-2 %
(control) y como tratamiento con calcio se uso la concentracién de 4 mM y se
incubaron a 28 °C a 40 rpm durante 6 h, al finalizar el experimento se tomaron
alicuotas y se fijaron con formol y posteriormente se contaron 100 células (hifas y
levaduras) bajo el objetivo de 40x del microscopio 6ptico. n=3, las barras en el
grafico corresponden al error estandar, analisis de varianza ANOVA de una via,
Dunnet, *p<0.05.
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La adicion de 4 mM de CaClz y al mantener la tension de oxigeno a 4.9 + 0.45 %
(40 rpm) se observé que las cepas Agpb2 y Agpb3 respondieron de manera positiva
y significativa (*p<0.05) al estimulo por calcio, al igual que lo hizo la cepa WT,
generando un aumento del 40 % en la morfologia hifal (80 % total), comparado a un
60 % cuando el calcio no esta presente. La cepa AgpgZ2 tuvo un ligero aumento que
fue significativo (*p<0.05) en la proporcion de hifas (90 %) comparado con el 70 %
sin calcio, mientras que la cepa WT gener6 en presencia de calcio un 80 %. Las
mutantes en Agpb1 y Agpg?1 no respondieron al estimulo por calcio bajo estas
condiciones, manteniendo la misma mezcla de morfologias que cuando dichas
mutantes no recibieron el tratamiento con calcio (37 % de hifas y 63 % de levaduras).
La mutante en Agpg3 redujo significativamente la generaciéon de ambas morfologias
cuando se adiciono calcio, generando aproximadamente un 7 % de hifas y un 5 %
de levaduras (el resto de las esporas no germino); en comparaciéon con la ausencia

de calcio o respecto con la cepa WT con y sin adicion de calcio.

El crecimiento de las cepas Agpb2'y Agpb3 en YPG-2 % con una tension de oxigeno
de 7.3 £ 0.56 % (50 rpm) crecieron de manera similar al de la cepa WT, generando
una mezcla de morfologias correspondiente a un 80 % de hifas y un 20 % de
levaduras aproximadamente en cada caso. Mientras que, en el tratamiento con
calcio, generaron un 100 % de la morfologia de tipo hifal (figura 30). Nuevamente,
bajo estas condiciones de crecimiento, las cepas Agpg2 y Agpg3 tuvieron un ligero
aumento significativo en la generacion de la morfologia hifal (96 %) comparado con
el valor obtenido para la cepa WT. Por otro lado, las mutantes en Agpb1 y Agpg1
bajo estas condiciones de crecimiento generaron una mezcla de morfologias de
aproximadamente un 55 % de la forma micelial y un 55 % de la forma levaduriforme,
y al recibir el tratamiento con calcio se mostraron insensibles a este estimulo,
generando el mismo porcentaje de morfologias, y en ambos casos, su crecimiento
fue significativamente menor comparado al del control. La mutante en Agpg3 generé
aproximadamente un 96 % de la forma micelial y un 4 % de la forma levaduriforme
y cuando recibid el tratamiento con calcio, su crecimiento disminuyd

significativamente (*p<0.05) si se le compara a cuando no recibi6 el tratamiento y
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con el control y el control con tratamiento, generando aproximadamente un 8 % de

hifas y un 6 % de levaduras (el resto de las esporas no germino).
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Figura 30. Efecto del calcio sobre la morfologia de crecimiento de las mutantes
en subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus
a bajas concentraciones de oxigeno. A) Se inocularon 6 x10° de esporas en 10
mL de medio liquido YPG al 2 % de glucosa (control) y como tratamiento con calcio
se utilizé la concentraciéon de 4 mM y se incubaron a 28 °C a 50 rpm durante 6 h, al
finalizar el experimento se tomaron alicuotas y se fijaron con formol y posteriormente
se contaron 100 células (hifas y levaduras) bajo el objetivo de 40x del microscopio
Optico. n=3, las barras en el grafico corresponden al error estandar, analisis de

varianza ANOVA de una via, Dunnet, *p<0.05.

Hasta este punto, los resultados en conjunto sugieren que a las primeras horas de
crecimiento (de forma general, las primeras 6 h) el calcio extracelular adicionado al
medio de cultivo tuvo un efecto positivo en la velocidad de germinacion de las
esporas Yy en la longitud de la hifa durante el crecimiento aerdbico de la cepa WT de
M. lusitanicus, ya sea el medio rico o un medio minimo. Ademas, las mutantes en
los genes que codifican a las proteinas Gpb1 y Gpg1 no respondieron al estimulo

por calcio. Mientras que la mutante en Agpg3 disminuyd su crecimiento micelial
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durante los tratamientos con calcio, y el resto de las mutantes en estas proteinas se

comportaron como la cepa WT independientemente de la adicion de calcio.

9.3 Efecto de la adicion de calcio durante el cultivo de M. lusitanicus en

algunos parametros del metabolismo oxidativo mitocondrial.

Los resultados anteriores, mostraron que el calcio tuvo un efecto positivo sobre el
crecimiento hifal de la cepa WT y en algunas mutantes en las subunidades de
proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus; sugiriendo que el aumento en el
crecimiento micelial podria correlacionar con el aumento en el metabolismo

oxidativo mitocondrial.

Para comprobar esto, se evalué el consumo de oxigeno y la produccién de ERO
haciendo uso de condiciones de crecimiento que promueven el metabolismo
oxidativo mitocondrial de este hongo, como una baja concentracién de glucosa (0.1
%) y una fuente de nitrdgeno no organico o una fuente de carbono no fermentable

como el glicerol (Alejandre-Castarfieda et al., 2022; Patino-Medina et al., 2025).

9.3.1 Efecto de la adicion de calcio en la velocidad de germinacién aerobia de

M. lusitanicus usando distintas fuentes de carbono

Se evaluo la velocidad de germinacion en dos medios minimos, el medio YNB-0.1
%, el cual contiene bajas concentraciones de glucosa y el medio YNG (Yeast,
Nitrogen, Glicerol) al 111 mM, el cual contiene como fuente de carbono no
fermentable al glicerol a una concentracion equimolar al 2 % de glucosa usado en
el medio estandar YPG-2 %.

Se observé que las concentraciones de 2 mM y 4 mM de CaClz tuvieron un efecto
significativo (*p<0.05) sobre la velocidad de germinacién de las esporas de M.
lusitanicus en el medio YNB-0.1 % desde el primer (hora 2) y ultimo tiempo (hora 8)
evaluados al ser comparadas con el porcentaje de la velocidad de germinacion de

la cepa WT que no recibié un tratamiento con calcio. Las concentraciones de calcio
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inferiores no tuvieron un efecto sobre este parametro y a estas condiciones de
crecimiento (Figura 31, panel A).
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Figura 31. Efecto del calcio extracelular sobre la velocidad de germinacion de
las esporas de M. lusitanicus usando una fuente carbono fermentable y una
no fermentable. Se inocularon 6 x10% de esporas en 10 mL de A) medio YNB-0.1
% y en 10 mL de B) medio YNG-111 mM, como tratamientos con calcio se evaluaron
las concentraciones de 50 uyM, 0.5 mM, 2 mM y 4 mM de CaClz y se incubaron a 28
°C a 150 r.p.m. durante 8 o0 12 h, al finalizar el experimento se tomaron alicuotas y
se fijaron con formol y posteriormente se contaron 100 células (hifas y
esporas/células hinchadas) bajo el objetivo de 40x del microscopio éptico. n=3, las

barras en el grafico corresponden al error estandar, analisis de varianza ANOVA de
una via, Dunnet, *p<0.05.

Por otro lado, se observo que la velocidad de germinaciéon de las esporas de M.
lusitanicus en el medio YNG-111 mM suplementado con las concentraciones de 0.5
mM, 2 mM y 4 mM de CaClz tuvieron un efecto significativo (*p<0.05) sobre este
parametro desde el primer tiempo evaluado (hora 2) y hasta el final del experimento
(hora 12) comparado con los resultados obtenidos para la cepa WT que no recibid

el tratamiento con calcio (Figura 31, panel B). En este medio también fue evidente
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que la fuente de carbono condiciona la velocidad de germinacion, ya que esta fue
significativamente menor (*p>0.05) al usar una fuente de carbono no fermentable
(glicerol, panel B), que cuando se usa una fuente de carbono fermentable (panel A)

como la glucosa.

También se evalud la velocidad de germinacion de las esporas de M. lusitanicus en
el medio Vogel suplementado con una fuente de carbono fermentable como es
glucosa al 0.1 % (Vogel-0.1 %) y con una fuente de carbono no fermentable como
es el glicerol al 111 mM (VG-111 mM), esto para controlar la cantidad de calcio

presente en el medio. Los resultados se muestran en la siguiente figura (Fig. 32).
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Figura 32. Efecto del calcio extracelular sobre la velocidad de germinacién de
las esporas de M. lusitanicus usando una fuente carbono fermentable y una
no fermentable en medio Vogel. Se inocularon 6 x108 de esporas en 10 mL de A)
medio Vogel-0.1 % y en 10 mL de B) medio VG-111 mM, como tratamientos con
calcio se evaluaron las concentraciones de 50 uM, 0.5 mM, 2 mM y 4 mM de CaClz
y se incubaron a 28 °C a 150 r.p.m. durante 8 o 12 h, al finalizar el experimento se
tomaron alicuotas y se fijaron con formol y posteriormente se contaron 100 células
(hifas y esporas/células hinchadas) bajo el objetivo de 40x del microscopio éptico.
n=3, las barras en el grafico corresponden al error estandar, analisis de varianza
ANOVA de una via, Dunnet, *p<0.05.
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Los resultados de estos experimentos mostraron datos muy similares a los
obtenidos bajo las mismas condiciones para el medio YNB-0.1 % y para el medio
YNG-111 mM. En ambos medios, se aprecié un aumento significativo (*p<0.05) de
la velocidad de germinacion de las esporas de M. lusitanicus al ser suplementados
con calcio, siendo mucho mas evidente en el medio suplementado con glicerol, el
cual es un sustrato que se uso para condicionar el metabolismo oxidativo

mitocondrial.

9.3.2 Efecto de la adicion de calcio en la produccién de biomasa de las
mutantes en las subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas de

M. lusitanicus en presencia de una fuente de carbono no fermentable

Los datos previos mostraron que el calcio estimuld significativamente (*p<0.05) la
velocidad de germinacién de las esporas de M. lusitanicus en los tres medios
minimos, siendo mucho mas evidente su efecto en el medio que contenia glicerol al
111 mM, desde la concentracion de 0.5 mM, por lo que para el siguiente

experimento se uso esta concentracion.

Este experimento se realizé con el fin de conocer si el calcio mantiene su efecto a
tiempos mayores de 8 horas, tiempo en el que se da paso al crecimiento vegetativo
de tipo hifal, favorecido por un metabolismo oxidativo y en el que en teoria todas las
esporas inoculadas en el medio ya han germinado, y ademas para saber qué
proteinas G heterotriméricas estan implicadas en este proceso estimulado por
calcio. En los paneles Ay C de la figura 33 se puede observar que las mutantes en
Agpb1 'y Agpg? en el medio YNG-111 mM presentan un crecimiento
significativamente (*p<0.05) menor comparado con el crecimiento de la cepa WT de

M. lusitanicus.
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Figura 33. Efecto de la adicidon de calcio sobre la produccion de biomasa de
las mutantes en subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas de
M. lusitanicus usando una fuente de carbono no fermentable. Se inocularon 6
x108 de esporas en 10 mL de medio minimo YNG-111 mM y como tratamiento con
calcio se evaluo la concentracion de 0.5 mM de CaClz y se incubaron a 28 °C a 150
rom durante 24, 48 y 72 h, al finalizar cada tiempo de crecimiento, se filtré y se
recolecto la biomasa, se secd y se pesd. A) Mutantes en subunidades beta de M.
lusitanicus. B) Mutantes en subunidades beta mas el tratamiento con calcio. C)
Mutantes en subunidades gama. D) Mutantes en subunidades gama mas el
tratamiento con calcio. n=3, las barras en el grafico corresponden al error estandar,
analisis de varianza ANOVA de una via, Dunnet, *p<0.05.

Las demas mutantes (Paneles Ay C) se comportaron de manera muy similar a la
cepa WT y no se observaron cambios significativos en la produccién de biomasa. Al
recibir el tratamiento de 0.5 mM de CaCl; (Paneles B y D) las mutantes Agpb1 y
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Agpg1 se mostraron insensibles y su crecimiento fue menor comparado con el de la
cepa WT que recibio el tratamiento con calcio y la cual mostré un crecimiento
significativo mayor (*p<0.05) y también al compararlo con los resultados obtenidos
para la misma sin el tratamiento con calcio. El resto de las mutantes (Paneles B y
D) mostraron un crecimiento significativo mayor (*p<0.05) comparado con sus
mutantes respectivas que no fueron tratadas con calcio (Paneles Ay C) y fue muy

similar al crecimiento obtenido para la cepa WT que recibi6 el tratamiento con calcio.

Estos datos sugieren que las mutantes Agpb1 y Agpg1 son necesarias para percibir
el estimulo por calcio extracelular en un medio minimo que favorece la actividad

mitocondrial.

Por otro lado, los resultados obtenidos para el crecimiento en el medio VG-111 mM
suplementado con la concentracién de CaCl2de 0.5 mM (figura 34), no mostraron
un cambio significativo (*p<0.05) en el aumento o descenso de la produccion de
biomasa en la mayoria de las cepas evaluadas, solo fue de notar que las mutantes
en Agpb1 y Agpg1 crecen menos significativamente (*p<0.05) que la cepa WT; lo
que sugiere por los resultados de otros experimentos, que la concentracion de calcio
evaluada (0.5 mM) no fue suficiente para lograr estimular este parametro fisiologico.

Haciendo énfasis en que este medio (Vogel) no tiene calcio per se.

Se repitio el experimento, pero ahora la concentracion de calcio evaluada en la
produccion de biomasa en el medio VG-111 mM fue de 4 mM de CaClz. Los

resultados se muestran en la siguiente figura (Fig. 35).
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Figura 34. Efecto de la adicion de calcio en la produccién de biomasa en
condiciones de aerobiosis de las mutantes en subunidades beta y gama de
proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus usando una fuente carbono no
fermentable. Se inocularon 6 x108 de esporas en 10 mL de medio minimo VG al
111 mM y como tratamiento con calcio se evalu6 la concentracién de 0.5 mM de
CaClz y se incubaron a 28 °C a 150 rpm durante 24, 48 y 72 h, al finalizar cada
tiempo de crecimiento, se filtrd y se recolecté la biomasa, se seco y se peso. A)
Mutantes en subunidades beta de M. lusitanicus. B) Mutantes en subunidades beta
mas el tratamiento con calcio. C) Mutantes en subunidades gama. D) Mutantes en
subunidades gama mas el tratamiento con calcio. n=3, las barras en el grafico
corresponden al error estandar, analisis de varianza ANOVA de una via, Dunnet,
*p<0.05.
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Figura 35. Efecto de la adicion de calcio en la produccién de biomasa en
condiciones de aerobiosis de las mutantes en subunidades beta y gama de
proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus usando una fuente carbono no
fermentable. Se inocularon 6 x108 de esporas en 10 mL de medio minimo VG al
111 mM y como tratamiento con calcio se evalué la concentracion de 4 mM de CaClz
y se incubaron a 28 °C a 150 rpm durante 24, 48 y 72 h, al finalizar cada tiempo de
crecimiento, se filtré y se recolectd la biomasa, se seco y se peso6. A) Mutantes en
subunidades beta de M. lusitanicus. B) Mutantes en subunidades beta mas el
tratamiento con calcio. C) Mutantes en subunidades gama. D) Mutantes en
subunidades gama mas el tratamiento con calcio. n=3, las barras en el grafico

corresponden al error estandar, analisis de varianza ANOVA de una via, Dunnet,
*p<0.05.

El uso de una concentracion mayor de CaClz (4 mM) para la generacién de biomasa

de las mutantes en proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus en VG al 111 mM
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se pudo observar que las mutantes en Agpb1 y Agpg1 tienen un crecimiento
significativamente menor (*p<0.05) que el de la cepa WT y no responden al estimulo
por calcio. La mutante en Agpg3 al recibir el tratamiento con calcio disminuyé la
produccion de biomasa significativamente (*p<0.05) comparado con la biomasa
resultante de su mutante respectiva la cual no recibio el tratamiento con calcio o si
se compara con el crecimiento de la cepa WT. El resto de las mutantes en
subunidades beta y gama respondieron al estimulo por calcio como lo hizo la cepa
WT.

Estos datos del crecimiento (generacion de biomasa) de las mutantes en proteinas
G heterotriméricas y de la cepa WT de M. lusitanicus, sugieren como en
experimentos anteriores, que las subunidades beta 1 y gama 1 de proteinas G
heterotriméricas son necesarias para que la célula pueda responder el estimulo por
calcio extracelular y en accion pueda tener un efecto sobre el crecimiento, ademas
también en estos experimentos se observo que el calcio esta estimulando la
actividad mitocondrial, ya que al hacer uso de una fuente de carbono no fermentable
como el glicerol, suplementado con una concentracion de calcio suficiente, la
produccion de biomasa es significativamente superior (*p<0.05) comparado a

cuando el medio de crecimiento no se suplementd con calcio.

9.3.3 Efecto de la adiciéon de calcio sobre la tasa de consumo de oxigeno en

condiciones de aerobiosis durante el desarrollo micelial de M. lusitanicus

Con la finalidad de seguir probando la hipotesis de que el calcio extracelular
estimula el metabolismo oxidativo mitocondrial, se prosiguié a evaluar un parametro

indirecto de la actividad de las mitocondrias, la tasa de consumo de oxigeno.

La tasa de consumo de oxigeno es un parametro integrador y completo del
metabolismo celular y de la funciéon mitocondrial. Debido a que la respiracién celular
esta acoplada a la sintesis de ATP, muchos procesos que producen o consumen
ATP se pueden estudiar mediante la respirometria. Para las vias que generan ATP
a través de la fosforilacion oxidativa, la respiracion celular se puede utilizar para

evaluar la actividad enzimatica o nodos metabdlicos al ofrecer sustratos energéticos
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a mitocondrias aisladas o a células intactas, cada uno de los cuales, requiriendo
diferentes vias metabdlicas para la oxidacion, pero todas convergiendo en el

consumo de oxigeno (Divakaruni & Jastroch, 2022).

Este parametro se evalué en los medios YPG-2 %, Vogel-2 %, y YPG-6 % de
glucosa, YNB-0.1 %, Vogel-0.1 % de glucosa y el medio Vogel-Glicerol al 111 mM
y sus tratamientos respectivos con calcio a 150 rpm y a 28 °C. El experimento se
realizd segun lo descrito en el apartado de materiales y métodos (8.4.7). Los

resultados se muestran en la figura 36.

Para la cepa WT de M. lusitanicus (MUG636) en cada uno de los medios evaluados
sin calcio, se muestra el valor basal. La tasa de consumo de oxigeno de la cepa WT
fue significativamente mayor (*p<0.05) en los medios YNB-0.1 %, Vogel-0.1 % y
Vogel Glicerol al 111 mM, mientras que fue significativamente menor (*p<0.05) en
los medios YPG-2 % y YPG-6 %. Asi también, con los tratamientos con calcio desde
0.5 mM a 4 mM, se observo que este ion aumento significativamente (*p<0.05) la
tasa de consumo de oxigeno en todos los medios a excepcion del medio YPG-6 %.
El tratamiento con 50 pM de CaCl2 no mostré un aumento en este parametro

fisiologico en ninguno de los medios ensayados.

Estos datos sugieren que el calcio extracelular tiene un efecto significativo (*p<0.05)
en el aumento de la tasa de consumo de oxigeno de las células de M. lusitanicus
(MUGB36) en medios minimos y sintéticos usando una fuente de carbono
fermentable, y esa diferencia significativa se exacerba con el uso de una fuente de

carbono no fermentable como el glicerol.
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Figura 36. Efecto de la adiciéon de calcio en la tasa de consumo de oxigeno en
condiciones de aerobiosis de M. lusitanicus usando una fuente de carbono
fermentable y una no fermentable. Se cuantifico la tasa de consumo de oxigeno
de germinulas de M. lusitanicus de 4 horas en los medios A) YPG-2 %, B) Vogel-2
%, C) YPG-6 %, D) YNB-0.1 %, E) Vogel-0.1 % y F) VG-111 mM. Se muestra el
promedio de tres experimentos independientes (n=3). Las barras corresponden al
error estandar, se realiz6 el analisis de varianza ANOVA de una via con la prueba

de comparacion multiple de Dunnet, *p<0.05.

9.3.3.1 Efecto de la adicion simultanea de calcio e inhibidores de la cadena

transportadora de electrones en la respiracion de M. lusitanicus

Se evalué la tasa de consumo de oxigeno en los medios YNB-0.1 % y Vogel-0.1 %
en presencia de dos inhibidores de la cadena transportadora de electrones: el
cianuro de potasio (KCN) y la antimicina A (AA). En hongos filamentosos, se ha
demostrado que el cianuro de potasio es un inhibidor del complejo IV de la cadena
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transportadora de electrones, mientras que la antimicina A es un inhibidor del
complejo Il de la misma (Duvenage et al., 2019). Para el caso del KCN, en nuestro
grupo de trabajo se ha descrito la concentracion de 0.5 mM de KCN como una
concentracion subinhibitoria, que permite evaluar el efecto que tiene este
compuesto sobre la respiracidn celular de este hongo durante el crecimiento micelial
(Alejandre—Castafieda et al., 2022). Por otro lado, para este experimento se usaron
las concentraciones de 1 uM y de 10 yM de AA para evaluar su efecto sobre la
respiracion. Las concentraciones de calcio evaluadas fueron 50 uM, 0.5 mM, 2 mM
y 4 mM de CaClz.

En la figura 37 panel A, se obtuvieron valores muy similares a los obtenidos en la
figura R28; el calcio estimuld significativamente (*p<0.05) la tasa de consumo de
oxigeno. En el panel B, se observan los resultados de la tasa de consumo de
oxigeno cuando al medio se le agregd KCN, se pudo observar que dicho parametro
disminuye significativamente (*p<0.05) comparado con el control, y en los
tratamientos en los que se agrego en conjunto el KCN y la concentracion de calcio
correspondiente, se observo que a partir de la concentracion de 0.5 mM de CaClz
hasta la de 4 mM, la tasa de consumo de oxigeno aumentdé comparado con el
tratamiento con KCN, pero nunca se restablecio la tasa de consumo de oxigeno
equiparablemente al control. En el panel C se observa la tasa de consumo de
oxigeno cuando el medio se suplement6 con antimicina A a 1 uyM y en el panel D
cuando se suplementdé con antimicina A a 10 uM. Se observé que desde la
concentracion mas baja probada de esta molécula la tasa de consumo de oxigeno
disminuyo significativamente (*p<0.05) comparado con el control, y esta caida es
mucho mas evidente a la concentracién mas alta. En ambos casos, al suplementar
con las concentraciones de calcio 2 mM y 4 mM en conjunto con la antimicina A, se
observé que hubo un aumento en la tasa de consumo de oxigeno comparado con
el tratamiento solo con antimicina A, pero dicho aumento no restauré la tasa de

consumo de oxigeno al nivel del control.
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Figura 37. Efecto de la adicidon de calcio e inhibidores de la cadena respiratoria

sobre la tasa de consumo de oxigeno en condiciones de aerobiosis de M.

lusitanicus. Se cuantificé la tasa de consumo de oxigeno de germinulas de M.

lusitanicus de 4 horas en el medio YNB-0.1 % suplementado con A) Calcio 50 yM—

4 m

M, B) KCN + calcio, C) AA 1 uM + calcio, D) AA 10 uyM + calcio. Se muestra el

promedio de tres experimentos independientes (n=3). Las barras corresponden al
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error estandar, se realizé el analisis de varianza ANOVA de una via con la prueba -5

de comparacion multiple de Dunnet, *p<0.05.

En la figura 38 se observan los resultados obtenidos del mismo experimento, pero
haciendo uso del medio minimo sintético Vogel-0.1 %. En este medio de cultivo, y
en todos los casos ensayados, se observo el mismo comportamiento que con el
medio YNB-0.1 %.
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Figura 38. Efecto de la adicion de calcio e inhibidores de la cadena respiratoria
sobre la tasa de consumo de oxigeno en condiciones de aerobiosis de M.
lusitanicus en medio sintético. Se cuantificé la tasa de consumo de oxigeno de
germinulas de M. lusitanicus de 4 horas en el medio Vogel-0.1 % suplementado con
A) Calcio 50 yM—4 mM, B) KCN + calcio, C) AA 1 uM + calcio, D) AA 10 uM + calcio.
Se muestra el promedio de tres experimentos independientes (n=3). Las barras
corresponden al error estandar, se realiz6 el andlisis de varianza ANOVA de una

via con la prueba de comparacién multiple de Dunnet, *p<0.05.

Estos datos en conjunto sugieren que el calcio estimula a diferentes niveles de la
respiracion celular y probablemente de la cadena transportadora de electrones, lo
que se refleja como un aumento en la tasa de consumo de oxigeno aun en presencia
de un inhibidor de esta, y ademas también sugiere que este Mucoral puede estar

usando un sistema alternativo de respiracion celular.

9.3.4 Efecto de la adicion de calcio en la tasa de consumo de oxigeno de las
mutantes en subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas de M.

lusitanicus

Para averiguar si las subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas de
M. lusitanicus estan involucradas en la respiracion celular, se hizo uso de las
mutantes en dichas proteinas para medir la tasa de consumo de oxigeno en los
medios YPG-2 %, Vogel-2 %, YNB-0.1 %, Vogel-0.1 % y YPG-6 % y en los mismos
medios suplementados con la concentracion de 4 mM de CaClz. En la figura 39 se

muestran los resultados.

En todos los medio evaluados se observd que las mutantes Agpb2, Agpb3 'y Agpg2
se comportaron de manera similar a la cepa WT en ausencia de suplementacion
con calcio. En cambio, cuando fueron suplementados con calcio dichas mutantes
aumentaron significativamente (*p<0.05) su tasa de consumo de oxigeno si se les
compara con el valor para cada medio que tuvo la cepa WT sin calcio o con sus
mutantes respectivas; sin embargo, en algunos medios no alcanzaron a tener el

mismo valor de consumo de oxigeno que el de la cepa WT que recibid el tratamiento
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con calcio. Por otra parte, las mutantes en Agpb1 y Agpg1 en todos los medios
evaluados tuvieron una tasa de consumo significativamente inferior (*p<0.05)

comparado con el de la cepa WT y no respondieron al estimulo por calcio

extracelular.
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Figura 39. Efecto de la adicion de calcio en la tasa de consumo de oxigeno de
las mutantes en subunidades betas y gamas de M. lusitanicus. Se cuantifico la
tasa de consumo de oxigeno de germinulas de M. lusitanicus de 4 horas en los
medios A) YPG-2 %, B) Vogel-2 %, C) YPG-6 %, D) YNB-0.1 % y E) Vogel-0.1 %.
Se muestra el promedio de tres experimentos independientes (n=3). Las barras
corresponden al error estandar, se realiz6 el andlisis de varianza ANOVA de una

via con la prueba de comparacién multiple de Dunnet, *p<0.05.

Interesantemente, la mutante en Agpg3 en algunos de los medios sin calcio
adicionado, mostré una tasa de consumo de oxigeno significativamente mayor
(*p<0.05) que el de la cepa WT o que las otras mutantes, sin embargo, en todos los
medios de cultivo cuando se les suplementdé con la concentracion de 4 mM de CaClz,
dicha mutante mostré una tasa de consumo de oxigeno significativamente menor
(*p<0.05) que el de la cepa WT con o sin calcio, menor al de las otras mutantes con
o sin el tratamiento con calcio y mucho menor comparada con su mutante respectiva
sin el tratamiento con calcio. Ademas, también se observo de forma general, que el
calcio extracelular tuvo un efecto mas marcado sobre la tasa de consumo de
oxigeno en aquellos medios que se usaron para estimular el metabolismo oxidativo
mitocondrial (YNB-0.1 % y Vogel-0.1 %).

Estos datos sugieren que las mutantes en Agpb1 y Agpg1 probablemente tienen
algun defecto en algun punto de su metabolismo oxidativo, principalmente aquellos
que estan involucrados con la respiracion celular, ya que fueron insensibles al
estimulo por el calcio extracelular, lo que se vio reflejado como una menor tasa de
consumo de oxigeno y sin un cambio aparente al recibir dicha sefal extracelular.
También sugieren que la mutante en Agpg3, puede tener un defecto en el manejo
y/o sensibilidad a altas concentraciones de calcio extracelulares, ya que al igual que
con otros parametros fisiolégicos evaluados, la tasa de consumo de oxigeno se vio

afectada por este ion.
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9.3.5 Efecto de la adicién de calcio en la generacién del radical OH: durante el

crecimiento en aerobiosis de M. lusitanicus

El término “especies reactivas de oxigeno” (ERO), hace referencia a un término
usado en el area de las ciencias naturales y médicas para describir a un grupo de
moléculas que se generan a partir de reacciones de o6xido—reduccion o por
excitacion electronica del oxigeno molecular. La reactividad de estas moléculas es
bastante diferente y con puntos blanco bastante especificos. Se pueden dividir en
dos grupos, de tipo no radicales y especies de tipo radical (con al menos un electrén
libre). En este ultimo grupo se encuentra el radical hidroxilo, OH:, el cual es
considerado la especie mas reactiva de este grupo y que se forma por la reduccion
del perdxido de hidrégeno (H202) catalizada por un metal en la llamada reaccion de
Fenton, involucrando el hierro libre (Fe?*). Las principales fuentes enzimaticas y
enddgenas de H202 son las oxidasas NADPH transmembranales (NOX) y la cadena

transportadora de electrones mitocondrial (Sies & Jones, 2020).

En nuestro grupo de trabajo se ha estandarizado un protocolo para medir al radical
hidroxilo por medio de un método fluorimétrico (descrito en el apartado 8.4.8)
usando a la molécula fluorescente 3’-(p-aminofenil) fluoresceina (APF), y se ha
usado para describir su relacion con el metabolismo oxidativo mitocondrial, ya que
la produccion de ERO esta relacionada con la actividad de la cadena transportadora
de electrones. Para cuantificar el radical OH- en la cepa silvestre de M. lusitanicus,
se usaron los medios YNB-0.1 % y Vogel-0.1 % y en su caso los medios fueron
suplementados con las concentraciones de calcio evaluadas en este proyecto. Los
resultados del experimento (Figura 40) mostraron que, en ambos medios de cultivo,
el calcio solo tuvo efecto significativo (*p<0.05) sobre la produccion del radical OH:
a la mayor concentracion de calcio evaluada (4 mM) en comparacion con el control
(medio sin calcio anadido), asi también se observé que el medio YNB-0.1 %
promovié la produccién de este radical de oxigeno en comparacion con el medio
Vogel-0.1 %.

Estos datos sugieren, que el medio de cultivo condiciona la produccion del radical

OH:, y que en los medios evaluados el calcio no promovié la produccién de este tipo

121




de ERO, por lo que en el futuro se tendria que implementar un método de
cuantificacion de las otras moléculas que pertenecen a este grupo para saber si el

calcio estimula su produccion.
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Figura 40. Efecto de la adicion de calcio en la produccién del radical OH:
durante el crecimiento micelial de M. lusitanicus. Se cuantificé la presencia del
radical OH: en germinulas de 4 horas de crecimiento en los medios A) YNB-0.1 %y
en B) Vogel-0.1 % usando la molécula fluorescente APF y en su caso los medios
se suplementaron con las concentraciones 50 um, 0.5 mM, 2 mMy 4 mM de CaClz.
Se muestra el promedio de tres experimentos independientes (n=3). Las barras
corresponden al error estandar, se realizo el analisis de varianza ANOVA de una

via con la prueba de comparacion multiple de Dunnet, *p<0.05.

9.3.5.1 Efecto de la adiciéon de calcio en la produccion del radical OH: en las
mutantes en subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas de M.

lusitanicus

Para conocer si las subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas estan
implicadas en la produccion del radical OH-, se cuantifico la presencia de esta ERO

en germinulas de 4 horas de crecimiento de las mutantes de estas proteinas de M.
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9.
lusitanicus usando los medios de cultivo YNB-0.1 % y Vogel-0.1 % y su ~

suplementacién con la concentracién de CaCl24 mM (Figura 41).
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Figura 41. Efecto de la adicion de calcio en la producciéon del radical OH:
durante el crecimiento micelial de las mutantes en subunidades beta y gama
de proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus. Se cuantific la presencia del
radical OH- en germinulas de 4 horas de crecimiento en los medios A) YNB-0.1 % y
en B) Vogel-0.1 % usando la molécula fluorescente APF y en su caso el medio se
suplementé con la concentraciéon de 4 mM de CaClz. Se muestra el promedio de
tres experimentos independientes (n=3). Las barras corresponden al error estandar,
se realizo el analisis de varianza ANOVA de una via con la prueba de comparacién

multiple de Dunnet, *p<0.05.

En el experimento previo, se encontré que solo la concentracién de 4 mM de CaCl2
tuvo un efecto significativo sobre la produccion de este radical en la cepa WT, por
lo que para este experimento de igual manera se uso6 dicha concentracion de calcio.
Los resultados del experimento (Figura 41 A'y B) mostraron que esta concentracion
de calcio tuvo un incremento significativo (*p<0.05) sobre la produccion del radical
OH: en las mutantes Agpb2, Agpb3 y Agpg2 y se comportaron como la cepa WT.

Nuevamente, las mutantes Agpb?1 y Agpg?7 mostraron niveles del radical OH:
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significativamente inferiores (*p<0.05) comparados con el de la cepa WT y no
respondieron al calcio extracelular. Por otra parte, la mutante Agpg3 mostré una
mayor produccion de OH- comparado con el valor de la cepa WT en ambos medios
de cultivo y al suplementar los medios con la concentracion de calcio evaluada, la
produccion de OH:- disminuyo significativamente (*p<0.05) comparado con los
valores obtenidos para la cepa WT y para el resto de las mutantes y su tratamiento
con calcio. Ademas, también se observé que, a las condiciones del experimento, el

medio YNB-0.1 % favorecio la produccion de esta ERO.

Estos datos sugieren que las mutantes en Agpb71 y Agpg1 podrian tener algun
defecto en los sistemas celulares encargados en la produccion del radical OH:, y
que su presencia es fundamental para la generacién de esta ERO. Asi también, se
puede sugerir que la mutante Agpg3 presenta un cambio en su fenotipo al ser

extremadamente sensible a altas concentraciones de calcio evaluadas.

9.3.6 Efecto del calcio extracelular en la toxicidad del sobrenadante de M.

lusitanicus

En nuestro grupo de trabajo se ha demostrado que el sobrenadante (SS) libre de
células obtenido posterior a las 48 horas después del crecimiento aerobio contiene
moléculas secretadas por M. lusitanicus que son capaces de generar dafio en C.
elegans. En este sentido, se ha usado al medio YPG-2 % como un medio que
estimula tanto el metabolismo oxidativo como el fermentativo; al medio YNB-0.1 %
como un medio que estimula el metabolismo oxidativo mitocondrial y al medio YPG-
6 % como un medio que estimula el metabolismo fermentativo (Alejandre—
Castaneda et al., 2022). Para evaluar si el calcio extracelular aumenta la toxicidad
del sobrenadante de la cepa WT de este Mucoral, se obtuvieron los SS en los
medios antes mencionados y se probo su toxicidad frente al nematodo C. elegans,
los datos se muestran en la figura 42.
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Figura 42. Efecto de la adiciéon de calcio en la toxicidad del sobrenadante de
M. lusitanicus. Se midio la toxicidad de los sobrenadantes (SS) de la cepa WT de
M. lusitanicus obtenidos a las 48 horas de crecimiento a 28 °C a 150 r.p.m. en los
medios A) YPG-6 %, B) YPG-2 %, C) YNB-0.1 % y D) Vogel-0.1 % y en su caso el
medio se suplementd con calcio (50 uM, 0.5 mM, 2 mM y 4 mM), frente al nematodo
C. elegans incubados a 18 °C durante un periodo de 72 h. Las lineas negras
representan al medio de cultivo suplementado con la concentracion de calcio mas
alta evaluada. Se muestra el promedio de tres experimentos independientes (n=3).
Las barras corresponden al error estandar, se realizé el analisis de varianza ANOVA

de una via con la prueba Mantel-Cox, *p<0.05.

Al suplementar los medios de cultivo con las concentraciones de CaClz evaluadas,
y en especial con las concentraciones de 2 y 4 mM de CaClz se observé un aumento

significativo (*p<0.05) en la toxicidad de los SS en todos los medios de cultivo.
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Siendo el medio minimo YNB-0.1 % y el medio sintético Vogel-0.1 % los que tuvieron
la mayor toxicidad de los sobrenadantes al ser suplementados con altas

concentraciones de calcio.

Estos datos sugieren que la concentracion de calcio presente en el medio tiene un
papel importante en algun punto del metabolismo mitocondrial, ya que en medios
que estimulan este metabolismo como el medio YNB-0.1 % y Vogel-0.1 %

suplementados con calcio mostraron un aumento en su toxicidad.

9.3.7 Evaluacion de la virulencia de las esporas de M. lusitanicus obtenidas de

medio sdélido suplementado con calcio

Con la finalidad de evaluar el efecto que tiene suplementar las placas de medio
sélido YPG-2 % con diferentes concentraciones de calcio (0.5 mM, 2 mM y 4 mM)
en la virulencia de las esporas de la cepa WT de M. lusitanicus, se realizaron
ensayos de infeccion usando a G. mellonella como modelo de estudio. Los

resultados de este experimento se muestran en la siguiente figura (Fig. 43).
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Figura 43. Evaluaciéon de la virulencia de las esporas de M. lusitanicus
obtenidas de medio suplementado con calcio usando a G. mellonella como
modelo de infeccién. Se evalud la virulencia de las esporas de M. lusitanicus que
fueron obtenidas de placas de YPG-2 % suplementadas con las concentraciones de
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0.5 mM, 2 mMy 4 mM de CaClz2de 7 dias de crecimiento. De estas esporas se
inocularon 10,000 en 20 uL de PBS en cada una de las 20 larvas de G. mellonella
usadas por tratamiento, se siguid el experimento por 14 dias. A) Se muestra el
promedio de tres experimentos independientes (n=3). Las barras corresponden al

error estandar, se realizo el analisis con la prueba Mantel-Cox, *p<0.05.

Los resultados del experimento mostraron que a partir del dia 5 después de la
infeccidn, las larvas que fueron inoculadas con esporas provenientes de placas de
YPG-2 % suplementadas con 4 mM de CaClz mostraron un menor porcentaje de
supervivencia comparado con el de la cepa WT que no recibid tratamiento con calcio
y ese comportamiento se mantuvo hasta el final del experimento. A partir del dia 9
después de la infeccion, las larvas que fueron inoculadas con esporas provenientes
de placas suplementadas con 0.5 mM y 2 mM de calcio, comenzaron a tener un

menor porcentaje de supervivencia comparado con el control.

Estos datos sugieren que el suplementar el medio de cultivo con calcio genera que
haya un mayor crecimiento de la colonia, una mayor esporulacién (Figura 12), asi
como que dichas esporas sean mas virulentas en un modelo de infeccién como G.

mellonella.

9.3.8 Efecto de la adicion de calcio en la toxicidad del sobrenadante de las
mutantes en subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas de M.

lusitanicus

Con la finalidad de evaluar si el calcio estimula la toxicidad del sobrenadante de las
mutantes en subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas de M.
lusitanicus, se realizaron ensayos de supervivencia usando los SS obtenidos libres
de células del crecimiento en el medio que estimula el metabolismo oxidativo
mitocondrial (YNB al 0.1 % de glucosa). Los resultados del experimento se muestran

en la figura 44.
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Figura 44. Efecto de la adici’pn de calcio en la toxicidad del sobrenadante de
las mutantes en subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas de
M. lusitanicus. Se midi6 la toxicidad de los sobrenadantes (SS) de la cepa WT y
de las mutantes en subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas de M.
lusitanicus obtenidos a las 48 h de crecimiento a 28 °C a 150 r.p.m. en el medio
YNB-0.1 % frente al nematodo C. elegans. Se muestran los datos obtenidos para
A) las mutantes en subunidades beta, B) las mutantes en subunidades beta tratadas
con calcio, C) las mutantes en subunidades gama y D) las mutantes en subunidades
gama tratadas con calcio. La concentracién de calcio evaluada fue la de 4 mM. Se

muestra el promedio de tres experimentos independientes (n=3). Las barras
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corresponden al error estandar, se realizo el analisis con la prueba Mantel-Cox,
*p<0.05.

Los SS de las mutantes Agpb2, Agpb3, Agpg2 y Agpg3 mostraron un efecto toxico
similar al de la cepa WT (60 % de supervivencia, figura 44 Ay C). Los SS obtenidos
del tratamiento con calcio, mostraron que el SS de las mutantes Agpb2 y Agpg2
mantuvieron el mismo efecto tdxico que cuando no fueron tratadas con calcio, por
otro lado, el SS de la mutante Agpb3 aumento su toxicidad (40 % de supervivencia,
similar al de la cepa WT al ser tratado con calcio) en comparacion al SS de su
respectiva mutante al no ser tratado con calcio. Interesantemente, el SS de la
mutante Agpg3 redujo significativamente (*p<0.05) su toxicidad (80 % de
supervivencia) al ser tratado con calcio en comparacion a los valores obtenidos para
la misma mutante sin ser tratada con calcio y con los valores obtenidos para la cepa
WT siny con calcio. Los SS de las mutantes en Agpb1y Agpg1 no son toxicos frente
al nematodo C. elegans (100 % de supervivencia, figura 44 Ay C) en comparacion
a la toxicidad del sobrenadante de la cepa MU636 (60% de supervivencia), y
tampoco respondieron al estimulo por calcio, mientras que el sobrenadante de la
cepa WT tratado con calcio resulté ser significativamente (*p<0.05) mas téxico (40

% de supervivencia, figura 44, B) que el sobrenadante no tratado con calcio.

Estos datos sugieren que probablemente las mutantes en Agpb1y Agpg1 pueden
tener un defecto a nivel del metabolismo oxidativo mitocondrial y que de este
depende la sintesis de un factor toxico liberado en el SS que posiblemente es
estimulado por la presencia de calcio extracelular. De igual manera, probablemente
la mutante en Agpg3 tiene un defecto que la hace mucho mas sensible a crecer en
altas concentraciones de calcio; hasta este punto, se desconoce cual o cuales

podrian ser esos defectos.

9.4 Identificacion de posibles péptidos seinal o motivos de direccionalidad
mitocondrial en la secuencia primaria de las subunidades beta y gama de

proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus
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Dado que las mutantes en subunidades beta y gama de proteinas G
heterotriméricas de M. lusitanicus respondieron de distinta manera al efecto que
tiene el calcio extracelular sobre distintos parametros fisioldgicos en el medio de
cultivo que estimula el metabolismo oxidativo mitocondrial (YNB-0.1 %),
principalmente a que las mutantes de interés, Agpb1 y Agpg1, permanecieron
insensibles al estimulo por calcio y mostraron tener una probable menor actividad
mitocondrial segun los experimentos fisioldgicos realizados, y por otra parte debido
a que se ha descrito que en células eucariotas algunos proteinas de tipo G
heterotriméricas son capaces de translocar a compartimentos endomembranales
(Ajith Karunarathne et al., 2012; Andreeva et al., 2008; O'Neill et al., 2012; Saini et
al., 2007; Saini et al.,, 2009) o a que pueden regular a ciertas proteinas de la
dinamica mitocondrial (Zhang et al., 2010), fue de interés identificar si estas
proteinas poseian ciertos péptidos senal, motivos o dominios implicados en la
direccionalidad mitocondrial. Para ello, se realiz6 una busqueda de estos posibles
sitios de direccionalidad mitocondrial en cada una de las secuencias primarias de
aminoacidos de las subunidades beta y gama de M. lusitanicus utilizando

herramientas computacionales.

Al realizar el analisis para la busqueda de péptidos sefial en las secuencias

primarias de aminoacidos de estas proteinas, usando los programas Signal-BLAST

(http://sigpep.services.came.sbg.ac.at/signalblast.html), TargetP - 20
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/TargetP-2.0/), SignalP - 6.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/) y PSORT Il

(https://psort.hgc.jp/form2.html), no se encontré ningun motivo relacionado a la

busqueda de interés. Sin embargo, los programas MitoProt (https://ihg.helmholtz-

munich.de/ihg/mitoprot.html) y TargetP — 2.0, sugirieron cierta probabilidad de que

las proteinas puedan ser exportadas a la mitocondria, siendo la subunidad beta 3
de proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus, la mas probable en ser exportada
a la mitocondria, seguido de la subunidad gama 1. Estos datos de probabilidad para
las subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas se pueden apreciar
en la figura 45.
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Figura 45. Prediccion de la exportacion mitocondrial de las diferentes
subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus
usando los programas TargetP (Azul) y Mitoprot (Rojo). Se observa en el grafico
la probabilidad (0-1) calculada por algoritmos de que las proteinas sean exportadas

a la mitocondria.

Por otra parte, con el fin de obtener mas informacion que respalde la informacién
antes presentada, también se realizé el analisis de la probable localizacion celular
de estas proteinas usando los algoritmos PSORT Il y DeepLoc - 1.0

(https://services.healthtech.dtu.dk/services/DeeplLoc-1.0/), y se encontré Ila

informacion que se plasma en la siguiente tabla (Tabla 9).

Tabla 9. Prediccién de la localizacién subcelular de las subunidades beta y gama de

proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus usando algoritmos computacionales

Proteina Algoritmo
PSORT I DeeplLoc -1.0
Probabilidad de localizacion Probabilidad de localizacion
MP | CIT | NUC | MIT | AG | VC MP CIT | NUC | MIT AG | VC
GB1 - 0.65 | 0.08 - - 0.04 - 0.40 0.55 - - -
GBZ - 0.65 | 0.17 - - 0.04 - 0.31 0.51 - - -
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GB3 - (047 [ 008 [061] - |004] - - - [ o099 [ - -
GY1 017 | - | 030 | 035 | - - [075 [ 005 | - [o001 | 047 | -
Gy2 |018| - | 035 035 - - [ 071 [ 004 | - - [ 019 [0.05
GY3 - - | 07 [026 | - - [ 061 - - [ 002 [ 026 | 0.04

MP: Membrana plasmatica; CIT: Citoplasma; NUC: Nucleo; MIT: Mitocondria; AG: Aparato de Golgi; VC: Vacuolar, - :
no especificado. Los valores en color rojo indican la mas alta probabilidad.

Los datos de la tabla nuevamente sugieren que la subunidad beta 3 tiene una alta
probabilidad de localizacion mitocondrial. Los datos de este analisis difirieron entre
los algoritmos para la localizacion subcelular de cada una de las subunidades beta
y gama de proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus, por lo que hay que

corroborar con lo que se ha descrito en la literatura para este hongo y otros.

Finalmente, las secuencias primarias de estas proteinas fueron analizadas con el

programa MitoFates (http://mitf.cbrc.jp/MitoFates), para identificar posibles motivos

de direccionalidad mitocondrial, y se encontré que las subunidades GB1 y GB3,
poseen dos motivos de reconocimiento para TOM20 de direccionalidad mitocondrial
(posiciones 50-54, 65-69 para GB1 y 66-70, 83-87 para GB3; resaltados en color
rojo), el resto de las subunidades poseen un solo motivo de reconocimiento por
TOMZ20, sus posiciones son 63-67 G2, posiciones 11-15 para GY1, posiciones 13-
17 para GY2 y las posiciones 11-15 para GY3. El analisis también arrojo que cada
subunidad posee un sitio de corte por la enzima MPP (resaltado en color azul). Los

resultados se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Identificacion de los probables motivos de reconocimiento para TOM20 en la
secuencia primaria de aminoacidos de las subunidades beta y gama de proteinas G

heterotriméricas de M. lusitanicus usando un algoritmo computacional

Proteina | Ubicacion del probable motivo de reconocimiento mitocondrial

G B1 MPNTNNDSDIPERIAAARREAEALKERIKQRKEALADTTLQEMAKDVEPLPRIVMKARRTLKGHLAKIYS

MHWASDKRHLVSASQDGKLIVWDAY STNKVHAIPLRSSWVMTCAYAPSGNFVACGGLDNICSIYNLRT
RDGPVRPARELSAHNGYLSCCRFINDRQILTASGDMTCMLWDIDAGVKTEEFADHTGDVMSLSLGTNP
NVFVTGACDSTAKVWDIRTKRCVQTFVGHESDINAVQFFPDGNSFATGSDDATCRLFDLRADCELSVY
SHESILCGITSIGFSPSGRLLFGGYDDYNCNVWDTLKCERVGVLSAHDNRVSCLGVAGDGMALCTGSW
DSTLKVWA
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G BZ MSSITTDIAERTAAARREAEQLKDKIKQKKESLADTTLSQVAQNVEKLPRLSMKVRRTLKGHLAKIYAMQ

WAADKRHLVSASQDGKLLVWDAY STNKIYAIPLRSSWVMTCAYAPSGNFVASGGLDNICSIFNLKARES
PTKPARELSGHTGYLSCCRFLSDAQILTSSGDTTCVLWDIDAGVKIDEFTDHTGDVMSLSISSNPSVFVS
GACDATAKIWDIRSKKCVQSFSGHESDINAVQFFPNGNAIGTGSDDASCRLFDLRADRELNIFTHEQVF
SGITSVAFSISGRLLFGGYDDYHCHVWDTLRGERVGVLSGHENRVSCLGVSTDGMALCTGSWDNLLK
VWA

G B3 MLAASRKAIISTASKATYATAATASQITTAANGVKVASSQEPGQTASLAVVVNGGARAESGSNAGVAHFL

KNYGFKNNADRTAFRIAREAEIAGGVLSSNLSHESLVFSAELLKDDVELFAEILSDVVTKQKFQEHEFIDV
AHQTAAESINALGNPEISAIEAAHHVAFRTGLGNSIFAKRTARVNNATVKSFAQSLFTSGNVALVGTGVDH
EILQNLAETYLNLPSGKLSLEATKYFGGETRIESVSNKGNYVLAFEGAALNSSEYAALQVLRQALGGEVN
IKHTAGSGILAQTAAKFAEGTEIKAFNLGYSDAGLFGVQVSASTAETGAAIAAAVEQLKAVAKGLSSDDFS
RAVAQAKYAATAGFETRLDTLETLGAQALNSGKYTSAADAVSAFEKVTTSDVAQIAEKLFKSKPTSVALG
DLTTLPYADSVSL

GY1 MPRQAIAEAKLRKLLELNDKLKEQLEISRIPISEASRSLIEYCQTNQDMMIPSVWGNRNPDPFAEPTAGC
GCVLM

GY2 MARKTPNISEAKLTRLLEYNKNLRQQLDIPRITVSEASTSLISYCKETKDPLVPSVWGPIDKKEDPFAPSH
SGGCCTIM

GY3 MARQTVSETKLLKILELNGKLKRQLDIPRIPVSEASRSLIDYCQSTPDLMLPSVWGNRHPDPFAEPANG
CGASCQIM

Las letras en color rojo indican la ubicacion de los motivos de reconocimiento a TOM20. Las letras resaltadas en

color azul indican el sitio de corte por la enzima MPP.

Estos datos en primera instancia sugieren que la subunidad beta 3 de proteinas G
heterotriméricas de M. lusitanicus, tiene una alta probabilidad de que sea exportada
a la mitocondria, y que una vez localizada en ese organulo, cabe la posibilidad de
que pueda tener una funcidon como proteina unica con algun fin o que en su caso,
pueda ser exportada como un dimero asociada a alguna subunidad beta; estos
casos hasta la fecha se desconocen en este Mucoral y quedan por ser descifrados
en el futuro, asi como de evidenciar si otras subunidades de estas proteinas pueden

dirigirse a organulos endomembranosos para realizar alguna funcion especifica.

9.5 Posibles sitios de fosforilacion por PKA en las subunidades beta y gama
de proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus

Se realiz6é la busqueda de los posibles sitios de fosforilacion por PKA en las
secuencias primarias de aminoacidos de las subunidades beta y gama de proteinas

G heterotriméricas de M. lusitanicus con el programa pkaPS
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(https://mendel.imp.ac.at/pkaPS/). El analisis sugiri6 que ninguna de las

subunidades gama de este hongo posee probables sitios de fosforilacion por PKA,
sin embargo, para las subunidades beta se encontr6é que la subunidad GB1 posee
4 sitios probables de fosforilacién en las posiciones 60, 108, 150 y 326, que la
subunidad GB2 posee 9 sitios probables de fosforilacién en las posiciones 2, 32, 52,
58, 106, 139, 148, 161 y 324 y que la subunidad GB3 posee 4 sitios probables de
fosforilacién en las posiciones 60, 231, 348 y 418. La ubicacioén de los probables

sitios de fosforilacion para cada proteina se puede apreciar en la tabla 11.

Tabla 11. Prediccion de posibles sitios de fosforilacion por PKA en las subunidades beta y

gama de proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus

Proteina Ubicacion de los probables sitios de fosforilacion

GB1 MPNTNNDSDIPERIAAARREAEALKERIKQRKEALADTTLQEMAKDVEPLPRIVMKARRTLKGHLAKIYS
MHWASDKRHLVSASQDGKLIVWDAYSTNKVHAIPLRSSWVMTCAYAPSGNFVACGGLDNICSIYNLRT
RDGPVRPARELSAHNGYLSCCRFINDRQILTASGDMTCMLWDIDAGVKTEEFADHTGDVMSLSLGTNP
NVFVTGACDSTAKVWDIRTKRCVQTFVGHESDINAVQFFPDGNSFATGSDDATCRLFDLRADCELSVY
SHESILCGITSIGFSPSGRLLFGGYDDYNCNVWDTLKCERVGVLSAHDNRVSCLGVAGDGMALCTGS
WDSTLKVWA

GBZ MSSITTDIAERTAAARREAEQLKDKIKQKKESLADTTLSQVAQNVEKLPRLSMKVRRTLKGHLAKIYAMQ
WAADKRHLVSASQDGKLLVWDAYSTNKIYAIPLRSSWVMTCAYAPSGNFVASGGLDNICSIFNLKARE
SPTKPARELSGHTGYLSCCRFLSDAQILTSSGDTTCVLWDIDAGVKIDEFTDHTGDVMSLSISSNPSVFV
SGACDATAKIWDIRSKKCVQSFSGHESDINAVQFFPNGNAIGTGSDDASCRLFDLRADRELNIFTHEQV
FSGITSVAFSISGRLLFGGYDDYHCHVWDTLRGERVGVLSGHENRVSCLGVSTDGMALCTGSWDNLL
KVWA
GB3 MLAASRKAIISTASKATYATAATASQITTAANGVKVASSQEPGQTASLAVVVNGGARAESGSNAGVAHF
LKNYGFKNNADRTAFRIAREAEIAGGVLSSNLSHESLVFSAELLKDDVELFAEILSDVVTKQKFQEHEFID
VAHQTAAESINALGNPEISAIEAAHHVAFRTGLGNSIFAKRTARVNNATVKSFAQSLFTSGNVALVGTGV
DHEILQNLAETYLNLPSGKLSLEATKYFGGETRIESVSNKGNYVLAFEGAALNSSEYAALQVLRQALGG
EVNIKHTAGSGILAQTAAKFAEGTEIKAFNLGYSDAGLFGVQVSASTAETGAAIAAAVEQLKAVAKGLSS
DDFSRAVAQAKYAATAGFETRLDTLETLGAQALNSGKYTSAADAVSAFEKVTTSDVAQIAEKLFKSKPT
SVALGDLTTLPYADSVSL
Las letras resaltadas en color amarillo indican el probable sitio de fosforilacién por la enzima PKA.

Los resultados del analisis mostraron que las secuencias primarias de aminoacidos
de cada una de las subunidades beta poseen residuos de aminoacidos como serina
(S) y treonina (T) como probables sitios de fosforilacién, estos residuos se han
descrito que son los blancos de fosforilacion por la PKA, prefiriendo a los residuos

de serina sobre los de treonina (Knape et al., 2020).

Estos datos sugieren que las subunidades beta de proteinas G heterotriméricas de
M. lusitanicus podrian ser reguladas a nivel postraduccional por la via de la cAMP-
PKA.
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9.6 Efecto del nifedipino y el verapamilo sobre la velocidad de germinacién y

la tasa de consumo de oxigeno de las esporas de M. lusitanicus

Los hongos y levaduras generan sefales mediadas por calcio en respuesta a
estreses ambientales a través de canales de calcio compuestos esencialmente por
las proteinas Cch1y Mid1 (Hayashi et al., 2020). Asi mismo, estos canales de calcio
fungicos son inhibidos parcialmente por los bloqueadores de canales de calcio de

tipo-L, los farmacos nifedipino y verapamilo (Teng et al., 2008; Yu et al., 2014).

Para averiguar si este Mucoral responde a estos farmacos, se midi6 la velocidad de
germinacién y la tasa de consumo de oxigeno de las esporas y germinulas

respectivamente, como se describidé en materiales y métodos para cada parametro.

Los resultados en la figura 46, muestran que ambos farmacos inhibieron
parcialmente la velocidad de germinacion de las esporas (paneles Ay B) y de la
tasa de consumo de oxigeno de las germinulas (paneles C y D) de M. lusitanicus
en comparacion a los valores obtenidos para la cepa WT que no recibio el
tratamiento, y que dicha disminucién en ambos parametros es dependiente de la

concentracion del farmaco.
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Figura 46. Efecto del nifedipino y el verapamilo sobre la velocidad de
germinacion y la tasa de consumo de oxigeno de las esporas de M.
lusitanicus. Se midio la velocidad de germinacién de las esporas de MU636 en el
medio YPG-2 % durante 6h a 28 °C y a 150 rpm en presencia de A) Nifedipino (NFD)
y B) Verapamilo (VP), y la tasa de consumo de oxigeno de las germinulas a las 4h
de crecimiento en el medio YPG-2 % en presencia de C) NFD y D) VP. Se muestra
el promedio de tres experimentos independientes (n=3). Las barras corresponden
al error estandar, se realiz6 el analisis de varianza ANOVA de una via con la prueba

de comparacion multiple de Dunnet, *p<0.05.
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9.7 Identificacion de proteinas formadoras de canales de calcio de alta -

afinidad en M. lusitanicus

Con la finalidad de averiguar si este Mucoral posee las proteinas que forman los
HACS, se realizé la busqueda de éstas en el portal del genoma de este Mucoral
(CBS277.49 v3.0) y se realiz6 un BLAST proteina-proteina como se describié en

materiales y métodos.

Los resultados del analisis sugieren que este Mucoral posee 4 posibles proteinas
homologas a Cch1 (Cch1MI1, Cch1MI2, Cch1MI3 y Cch1MI5) y una unica posible
proteina homologa a Mid1 (Mid1MI). Algunas caracteristicas de éstas se presentan

en la siguiente tabla (Tabla 12).

Tabla 12. Caracteristicas de las posibles proteinas homologas a Cch1 y Mid1 de M.

lusitanicus
Posible proteina CCh1l en M. lusitanicus
Numero de acceso Nombre interno en el analisis Localizacion Numero de
(NCBI) aminodcidos
KAF1800845.1 CchMI1 Hebra_07:1185382-1192487 (+) 3060
0AD00432.1 CchMI2 Hebra_07:2358046-2365554 (-) 2216
OADO00067.1 CchMI3 Hebra_07:1186480-1192025 (+) 1548
0OAD00120.1 CchMI5 Hebra_07:1345939-1354479 (-) 2454
Posible proteina Mid1 en M. lusitanicus
Numero de acceso Nombre interno en el andlisis Localizacion Nimero de
(Mycocosm) aminodcidos
190437 MidMI1 Hebra_06:2398606-2402757 (+) 984

Ademas, a través de un analisis global de la secuencia primaria de aminoacidos de
estas proteinas, se obtuvo el porcentaje de identidad y similitud con la secuencia
primaria de aminoacidos de las proteinas Cch1 y Mid1 de otras especies de hongos,

los resultados se muestran en las tablas 13 y 14.
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Tabla 13. Porcentajes de identidad y similitud de la proteina Mid1 de M. lusitanicus en el

comparacion con la proteina de otras especies de hongos

Microorganismo M. lusitanicus
% Identidad % Similitud

P. blakesleeanus 4414 58.54
L. corymbifera 41.39 57.64
J. flammicorona 31.58 42.88
S. pombe 20.99 34.99
A. niger 20.82 33.91
C. albicans 19.66 31.5
N. crassa 19.39 2945
S. cerevisiae 16.39 30.29
C. neoformans 12.94 25.37

Tabla 14. Porcentajes de identidad y similitud de las proteinas Cch1 de M. lusitanicus en

comparacion con la proteina de otras especies de hongos

Proteina Cch1

Organismo M. lusitanicus
Cch1mi1 Cch1Mi2 Cch1MI3 Cch1MI5

%Ild | %Sim | %ld | %Sim | %Ild | %Sim | %Ild | %Sim
Cch1Mi1 100 100 15.94 | 28.61 | 50.49 | 50.52 | 13.28 | 26.53
Cch1MI2 15.94 | 28.61 100 100 | 20.07 | 34.59 | 21.70 | 37.46
Cch1MI3 50.49 | 50.52 | 20.07 | 34.59 | 100 100 16.07 | 30.46

Cch1MI5 13.28 | 26.53 | 21.70 | 37.46 | 16.07 | 30.46 | 100 100
M. ambiguss 64.57 | 65.84 | 21.83 | 38.80 | 73.36 | 74.44 | 17.40 | 34.34
C. neoformans 20.90 | 33.02 | 21.57 | 38.93 | 27.22 | 4240 | 17.50 | 33.13
Homo sapiens — TipoL-1a | 10.09 | 21.66 | 10.90 | 23.24 | 13.26 | 27.64 | 9.21 | 20.92
Homo sapiens — TipoT-1a | 9.09 | 20.57 | 11.06 | 23.59 | 997 | 21.85 | 9.62 | 21.38

%Id = % de identidad, %Sim = % de similitud.

Los porcentajes de identidad y similitud sugieren que tanto la proteina Mid1 como
las proteinas Cch1 de M. lusitanicus son mas idénticas y similares a las proteinas
de otras especies de Mucorales, que a las proteinas de otras especies de hongos.

138



9.8 Analisis in silico de los residuos conservados de cisteina-prolina en la

estructura primaria de la posible proteina Mid1 de M. lusitanicus

Para tener mayor certeza de que la posible proteina Mid1 de M. lusitanicus, sea
homologa a las ya descritas en otros hongos filamentosos, se decidié hacer un
alineamiento global de las secuencias primarias de aminoacidos de las proteinas
Mid1 de varias especies de hongos con la de este Mucoral, y se buscaron residuos
conservados de cisteina y prolina en la mismas secuencias primarias de
aminoacidos, ya que éstas se han descrito que se encuentran conservadas en el
extremo carboxilo terminal de esta proteina y algunas de ellas son requeridas para
la actividad funcional de Mid1 (Vu et al., 2015).

Los resultados de este analisis se muestran en la figura 47.

T20 T30 740 750 TEd

I 1 1 1 1 1 1 1 1
C.onecfomanz1-558 SEPRNPELPIPAYSEYYELLPCMSTENRADRSCEPVTMG | RCPK
JAammicoronaf-577 BEMNPWIDATLSPG - GWIELLPCIDLCY Y VVQSCPPFWNFACPD

L conmbiferas1-4 78 RMPWIDEALEPG - TWTELLPCIDLEYOWWVASCEPPFMAFNECPK
Fhlgiesieeanez1-510 ENPWIDQNMTPG - PWWELLPE IDLCYRWWVASCPPFLOQFNECPR I
5 cemvisigel -G48 RMDYLNKF IKPLDPDYYEILPCIDMEY TLWVRNEPSDFQOQFSCEPN

C.albieanzf1-559 RNEFLADY IQPNQDYYEVLPCWVNWVEQAIVRDCPANFGFLEGPRT
5 pombesi-{Bo RYPLIDEVIQPG - PYKEVLPCSYLEYSLASSCPLDLGFACPK
N.eressaf1-ofio RESRIDEF IKPG - PYKEVLPCDYLEYRLWQASCPSSMGFGCPL
Amigedi-gid ERNPLIDSLIRPG -PYKEVLPCQGWEHSLWRNCGPSILGFSECGPRPE

Figura 47. Residuos conservados de C-P en la secuencia primaria de
aminoacidos de la proteina Mid1 de M. lusitanicus. Se muestra el alineamiento
de las secuencias primarias de aminoacidos de la proteina Mid1 de varias especies
de hongos. Los residuos conservados de cisteina (C) y prolina (P) en el extremo
carboxilo terminal se encuentran resaltados en color amarillo. Marcado por un

contorno de color rojo se encuentra la secuencia alineada de M. lusitanicus.

Los resultados del alineamiento sugieren que la proteina Mid1 de M. lusitanicus
posee los dos motivos dipeptidicos de cisteina-prolina que se han descrito como

conservados en hongos filamentosos (Vu et al., 2015).
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9.9 Anadlisis in silico de los residuos y/o motivos o dominios conservados en

la estructura primaria de aminoacidos de las posibles proteinas Cch1 de M.

lusitanicus

Al igual que para la proteina Mid1, para las probables proteinas Cch1 de M.
lusitanicus, también se realizé un analisis informatico para comprobar que dichas
proteinas poseen ciertos residuos y/o motivos o dominios conservados a los cuales

se les ha asociado con ciertas funciones en otras especies de hongos filamentosos.

En la figura 48 se muestra el alineamiento y la identificacion de 3 residuos de acido
glutamico (E) en las secuencias primarias de aminoacidos de las posibles proteinas
Cch1 de M. lusitanicus y que concuerdan con el alineamiento de las de otras
especies de hongos en el analisis y con los canales de calcio de tipo-L de humanos.
Se ha descrito que estos residuos acidos son el sitio de union del ion Ca?* en el
poro del canal, y que contribuyen a su selectividad iénica. En mamiferos esta
formado por 4 residuos de acido glutamico y en los hongos por 3 residuos, formando
el motivo EEEE y N/QEEE respectivamente (Prole & Taylor, 2012).

Dominio | Dominio Il
1070 . 1080 . 1670 . 1680 . 1680 . 1700
O M.lusitanicusCeh5/1-2454 ILYTMLMILTY I STENwWTDLLY MRFDNSYQAFLALFOIMTGENWTD ILYDAMHSOE
5.cer=visiae/1-2039 IWHSMELYFY IMSARNTF TO LMY FGMYSLPNSFLSLF I IGSTENWTD ILYALQKHSP
O MiusitanicusCek 261-2216 IFFSFLNYYTFVSLELWTD LMY NRFDTFWESFWVSL IVVYTSERWTDVLYDAMASCH
C.necformans/1-2106 WESSLVOY L IW IS IHTwa P My I TFSQTYNSFLGMYQ I FSSENWTD | WY¥DTMGAES
Mambiguus'{-2052 IFSSMLLYMI L TE VST D RMY MRFFSYYNSFWSLYQOLF SGEDWTTYLYNYMEAGS
O M.lusitanicusCek 1/1-3060 IFSSMLLYMI | TEVESWTDRMY MRFFSVYNSFWSLYQOLF SGEDWTTYLYNYVMEAGS
O MlusitanicusCek 3/1-1548 [FSSMLLWVMI I TEVESWTDRMY MRFFSYYNSFWSLYOLF SGEDWTTYLYNYMEAGS
H.sapiens Ttype-a 171-2353 [ A | AL F QY | TLEEw Dol KMNFDSLLWAIVTVFOILTOEDWNYVLYNGMAST -

FFFAMLTWVFQCW TMESWTDWLY
FAFAMLTWFOC | THMESWTDWLY

H.zapiensitype-1a/1-1977
H.zapiensitype-z fem/1-2221

STFDTFPOQALLTWFQILTG
STFDNFPQSLLTWFQILTG

DWHNWWVMYDG I MAYG
DWHNSWVMYDG I MAYG

Dominio Il

O MlusitanicusCok 51-2454
Secemvisige1-2039

O MlusitamicusCeh 2/1-22186
C.neoformans/1-2106
Mambiguus1-2082

O M.lusitanicusCok 171-3060

O MilusitanicusCek 371-1548
H.zapiensTtype-a 1/1-2353
H.sapiensltype-1a/1-1977

H.sapiensitype-g fem/1-2224

2340 2|35I3

1 1 1 1

FDOTFEKSLLHLFECASGEGWI L
LPEFASAFSSLYRI I SLEGWWD
YODMNFPLALQHLFSLTSTEG MWD
FOSFRESILILFEIVSLEGWID
FREFWKSLLILFEIASGEGWI D
FOSFWKSLLILFEIASGEGWMI D
FRSFWKSLLILFEIASGEGWID
FDOHNLGOQALMSELFWLESKDGWWH
FDONWVLSAMMALF TYSTFEGWFA
FDNWVLAAMMALF TYVSTFEGWPE

Dominio IV
2700 2710 2720

FRSLFHNTILALFRITTZENWDFLMHDFTWYLRPFPGC
FRTYIKSMIWVLFRCSFGEGWHNY |MADLTWSEPYC
FROYGHNALLLLYRATTGEEAWNATLYWDY TWRYPHNC
TYrYTFGHNALLMLAFMSTGEESWHGYMHDYTIQEFRC
FRSFANTLISLVRYSTGEEGWHS IMHDF TWEYFPHNC
FRESFANTLISLYVRYSTGEEGWHS IMHDFTIEYPHNC
FRSFANTLISLVRYSTGEEGWHNSE IMHDFTIEYPHNC
FSMNFGMAFLTLFRYSTGEDNWHNSG IMKDT-LRE- -C
FRTFPRQAVLLLFRCATGEAWRE IMLAS-LFGHNRC
FQTFFPQAVLLLFRCATGEAWRD IMLAC - MPGKKC

Figura 48. Residuos conservados de acido glutamico (E) en las secuencias
primarias de aminoacidos de las posibles proteinas Cch1 de M. lusitanicus.
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Se muestra el alineamiento de las secuencias primarias de aminoacidos de las

posibles proteinas Cch1 de M. lusitanicus y de varias especies de hongos. Los
residuos conservados de acido glutamico (E) en los dominios I, II, Il y IV se
muestran resaltados en color azul. Marcado por un circulo de color amarillo se

encuentran las secuencias alineadas de M. lusitanicus.

Es de llamar la atencion, que dos de las secuencias primarias de aminoacidos de
las posibles proteinas Cch1 de M. lusitanicus, contienen 4 residuos de acido
glutamico (E) al igual que los canales de calcio homdélogos de humano, y no solo 3

como en la mayoria de los hongos filamentosos.

En la figura 49 se muestra el alineamiento y la identificacion de 2 residuos
conservados de cisteina (C) y 1 residuo de acido aspartico (D) en las secuencias
primarias de aminoacidos de las posibles proteinas Cch1 de M. lusitanicus y que
concuerdan con el alineamiento de otras especies de hongos filamentosos. Se ha
descrito que estos residuos en la proteina Cch1 son necesarios para la interaccion

con la proteina Mid1 (Hayashi et al., 2020).

2|28I:I , 2|29I:I , 2|3I:II:I , Z:B‘HZI , 2:320 , 2:330
O nilusitanicusCoh&1-2464 FLFSGRFF ICNBDDIGS- - - KQSELGEFPAT- - - -DDDNYGILVYPRTWKNPYD - - - -¥5
S.cerevisige/1-2039 SIFKGRLGTENBGSLGER- - - A-DEYNEYSNSW - - - - - FQWD IMSPRWYQGQPYL- - - - - H
O MlusitanicusCek 2/1-2218 NIFGGLMWMCNBESWGS - - - RGDCIGEFELNYSSDDG IDVNIWIPRVWIANPON- - GF I 3
C.neoformanaz-2106 MIFSGLLYYCMNBDDSSG- - -LTECIGEFS- -TSS- IDDSLTYLVYPRVWYNPTWYDES IWS
MW.ambiguua1-2062 NWVFMGLFYNCMNBGDENR- - - SECMFEGMLGTQEP - LPEDPSEVYMPR IWNNPY - - - -WYES
O W.lusitanicusCok 4/1-3060 NVFMGELFYNEGNBGDSNR- - - PE[G[WFEGMLGTQEP - LPEDSEVYMPR IWNNPY - - - - WY¥S
O WM.lusitanicusCek 3/1-1548 NVFMGLFYNCMNBGDSNR- - - PECWFEGMLGTQEP - LPEDSEVYYMPR IWNNPY - - - - WY 3
H.zapiensThype-g 1/1-2353 QLFKGKFYYCEGPDTRNISTHAQCRA - - - - - - - - - - - - v o - - AHYRWWYRRK- - - - - Rl
H.sapiensliype-1a/1-1977 QLFKGKFYTCTIE.&KHT---PQEGKGSFL--UYPDGDVSRPLVRERLWUNSD ----- FN
Heapiensltype-g lem/1-2221 QLFKGKLY TCSESSKQAT- - - EAECKGNY | - - TYKDGEWDHP | |IQPRSWENSK - - - - - FD

Figura 49. Residuos conservados de cisteina (C) y acido aspartico (D) en las
secuencias primarias de aminoacidos de las posibles proteinas Cch1 de M.
lusitanicus. Se muestra el alineamiento de las secuencias primarias de
aminoacidos de las posibles proteinas Cch1 de M. lusitanicus y de varias especies
de hongos. Los residuos conservados de cisteina (C) y de acido aspartico (D) se
muestran resaltados en color amarillo (C) y rojo (D). Marcado por un circulo de color

verde se encuentran las secuencias alineadas de M. lusitanicus.
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X. DISCUSION

M. lusitanicus posee genes que codifican a 3 subunidades beta (Gpb1-Gpb3) y 3
genes que codifican a 3 subunidades gama (Gpg1-Gpg3) de proteinas G
heterotriméricas (Valle-Maldonado et al., 2015), siendo el gen gpb?1 el mas
estudiado y al cual se le ha asociado como un regulador positivo del crecimiento
micelial en este Mucoral a bajas condiciones de oxigeno a través de la via de la
PKA, ademas, este gen es esencial para su virulencia (Valle-Maldonado et al.,
2020). En este trabajo se observo la participacion de las subunidades Gpb1 y Gpg1
en la percepcion de sefales extracelulares de calcio y su respuesta a distintos
parametros fisiolégicos relacionados con el metabolismo oxidativo mitocondrial y

virulencia de este Mucoral.

El calcio extracelular cumple un papel esencial en distintos procesos celulares en
los hongos filamentosos, entre los que se destacan el crecimiento, el desarrollo, la
reproduccion, la tolerancia a condiciones de estrés, en la virulencia (Roy et al.,
2020), en la regulacion del ciclo celular, en la esporulacion (Wang et al., 2012), en
el crecimiento de la punta hifal, asi como para el establecimiento y mantenimiento
del crecimiento direccional de la hifa (Yu et al., 2012). Dado que a las proteinas G
heterotriméricas se les ha asociado con un rol activo en la transduccidn de sefiales
extracelulares a respuestas intracelulares por diversos estimulos como la luz,
protones, Ca?*, aminoacidos, nucledtidos, acidos grasos, entre otros (Xue et al.,
2008), se decidié evaluar si las subunidades Gpb1-Gpb3 y Gpg1-Gpg3 de M.
lusitanicus respondian a senales extracelulares de calcio. Los datos mostraron una

participacion principal de las subunidades Gpb1 'y Gpg1.

Al evaluar el crecimiento radial de las mutantes en proteinas G heterotriméricas de
M. lusitanicus en el medio sélido YPG-2 % no se observd ningun defecto en su
crecimiento comparado con el de la cepa WT. Esto puede ser explicado en parte
por el hecho de que las deleciones de genes individuales a menudo no muestran
fenotipos facilmente detectables porque otros genes pueden realizar funciones
similares por redundancia, por compensacion o por otra causa dentro de la célula y,

por lo tanto, pueden “enmascarar” la ausencia del gen de interés (Goranov &
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Madhani, 2014). Recordando que, la mayoria de los hongos filamentosos poseen 1
unica subunidad GB y 1 unica subunidad GY (Li et al., 2007b), y que M. lusitanicus
posee 3 subunidades G y 3 subunidades GY (Valle-Maldonado et al., 2015). Por lo
que posiblemente, algunas de ellas podrian tener funciones similares o
compensatorias en ausencia de alguna otra. Posiblemente la sobreexpresion de los
genes o la construccion de cepas dobles mutantes (Sopko et al., 2006) podrian
aclarar la funcién especifica asociada a cada subunidad en particular. Por otro lado,
hay que tener en cuenta que la esencialidad de un gen depende del contexto; por
lo tanto, un gen puede ser esencial solo bajo un conjunto dado de condiciones de
crecimiento, pero no bajo otras condiciones. Por lo tanto, la dependencia del
contexto de la esencialidad se puede extender desde los medios de cultivo a otros
parametros de crecimiento como la temperatura, la exposicion a la luz, la humedad
relativa, entre otros (Dikicioglu et al., 2013). Esto sugiere que el contexto evaluado
no fue relevante para encontrar algun defecto en el crecimiento de las mutantes en

proteinas G heterotriméricas de este Mucoral.

Teniendo en cuenta que la concentracion de calcio fuera de la célula es tan alta
como >100 mM (Chin & Means, 2000; Liu et al., 2015), mientras que la
concentracion basal de calcio libre en el citosol ([Ca?*]c) en los hongos filamentosos
se mantiene alrededor de ~50-200 nM (lida, Yagawa & Anraku, 1990; Halachmi &
Eilam, 1993), y que en la literatura se encontrdé que las concentraciones de calcio
evaluadas para estudiar su efecto en el crecimiento, esporulacién, virulencia y otros
procesos biolégicos en especies de hongos filamentosos como S. cerevisiae, N.
crassa, A. fumigatus, C. purpurea, entre otros, rondan en el rango de 1-200 mM
(Halachmi & Eilam, 1989; Bormann & Tudzynski, 2009; de Castro et al., 2014). El
crecimiento radial en el medio YPG-2 % mostré que M. lusitanicus tiene una alta
tolerancia a la sal de CaClz, siendo las concentraciones de 2, 4, 16 y 60 mM de
CaClz las que tuvieron un efecto significativo (*p<0.05) sobre el crecimiento radial
de la cepa WT; mientras que concentraciones superiores (0.1-0.5 M) limitaron el
crecimiento o lo abolieron por completo (1 M y 2 M). También se observé un
aumento significativo (*p<0.05) en su esporulacion con las concentraciones de 2

mM y 4 mM de CaClz. Los resultados obtenidos fueron similares a lo descrito para
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otras especies de hongos filamentosos como Botrytis cinerea, en el que la
concentracion de 1 mM de CaClz estimulé significativamente (*p<0.05) el
crecimiento micelial (radial) y la produccion de conidios en el medio PDA, mientras
que una concentracion de 2.7 mM de este ion inhibié su crecimiento (Boumaaza et
al., 2015). Para Botryosphaeria dothidea se reportd que una concentraciéon de 9 mM
de CaCl2aumenté significativamente (*p<0.05) su crecimiento radial comparado con
el control (Biggs, 2004). Por otro lado, distintos estudios han reportado que la
naturaleza de la sal de calcio y las altas concentraciones de este ion pueden
suprimir el crecimiento de diversos hongos filamentosos como Monilinia fructicola
(Biggs et al.,, 1997), Penicillium expansum, Glomerella cingulata, B. cinerea
(Conway et al., 1992) y Alternaria alternata (Maouni et al., 2007). En cuanto a otras
especies de Mucorales, Tian et. al. (2002) documentaron que solo la concentracién
de 180 mM de CaClz inhibié significativamente (*p<0.05) el crecimiento y la
germinaciéon de las esporas de Rhizopus stolonifer en el medio PDA. Los datos
obtenidos para M. lusitanicus y la informacion bibliografica sugieren que las distintas
especies de hongos filamentosos responden de manera distinta al CaClz, en
algunos estimula su crecimiento y algunos otros son menos tolerantes afectando su

crecimiento.

En cuanto a la esporulacién, las condiciones extracelulares que promueven la
esporulacion incluyen el agotamiento de nutrientes, el estrés osmatico, el estrés
oxidativo, el estado de carbono y nitrégeno, la sefializacion por calcio, el pH y otros
(Ajmal et al., 2022). En hongos filamentosos se ha documentado que algunas sales
de calcio han sido usadas para inducir la esporulacién, por ejemplo, se ha usado el
agar agua suplementado con 30 g/L de CaCOs para aumentar significativamente
(*p<0.05) la esporulacion de Alternaria solani, A. alternata y A. dauci, y algo
interesante de esto, fue que solo el CaCOs y no el CaClz, ni el Na2COs, fue el
responsable de la esporulacion, ademas también concluyeron que ni la glucosa, ni
la fuente de nitrégeno (extracto de levadura o casaminoacidos) son responsables
de la esporulacién a corto plazo (Shahin & Shepard, 1979; Masangkay et al., 2000).
En especies de Penicillium notatum y P. cyclopium una concentracion de 2.5 mM

de CaClz aumento significativamente (*p<0.05) la produccién de conidios en medio
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liquido (Ugalde & Pitt, 1986). La manera en que el calcio tiene un efecto sobre la
esporulacion en hongos filamentosos aun no ha sido resuelta, sin embargo, la
evidencia experimental sugiere que el sitio principal de accion del calcio no
necesariamente es intracelular (Hadley & Harrold, 1958). Existe la teoria de que los
iones de calcio podrian unirse a la membrana plasmatica, cambiando sus
propiedades funcionales resultando en la induccién de la esporulacion (Ugalde &
Pitt, 1986). Ugalde et al. (1990) demostraron que la exposicion de protoplastos de
P. cyclopium a una concentracion 10 mM de CaClz fue suficiente para aumentar
significativamente (*p<0.05) la conidiacion, y que la presencia de un quelante de
calcio como el BAPTA (acido 1,2-bis(o-aminofenoxi)etano-N,N,N',N'-tetraacético)
podia revertir el efecto, aunque sefalaron que queda por aclarar si la sefial de calcio
se transduce a la célula a través de un segundo mensajero o por el propio catién
(Ugalde, Virto & Pitt, 1990). Coutinho & Correa (1999), demostraron que la induccion
de la esporulacién del hongo acuatico Blastocladiella emersonii es absolutamente
dependiente del calcio extracelular. Demostraron que las células vegetativas del
hongo obtenidas de medios con o sin calcio no esporulan al ser transferidas a
medios carentes de calcio o con CaCl2 y la presencia de &acido
etilendiaminotetraacético (EGTA). Lo mismo sucedio con el uso de bloqueadores de
canales de calcio como el CoClz y nifedipino, con el ionéforo A23187 y con los
antagonistas de la calcineurina, trifluoperazina y clorpromazina al estar presentes
en los cultivos al menos 60 minutos después de la induccion. Por lo que concluyeron
que el calcio acumulado intracelularmente durante el crecimiento vegetativo no fue
suficiente o no se movilizé para iniciar la esporulacion, y que es posible que se
produzca una entrada de calcio mediada por canales de calcio de alta afinidad
(HACS), esenciales para la respuesta. También sugirieron que una proteina similar
a la calmodulina media los eventos de calcio en la esporulacién. Nuestros resultados
mostraron que el CaClz estimulé significativamente (*p<0.05) la esporulacion de M.
lusitanicus en el medio YPG-2 %, sin embargo, desconocemos el mecanismo por el
cual este proceso es estimulado, por lo que en el futuro seria interesante elucidar el

mecanismo por el cual tiene su efecto.
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Tomando en cuenta los resultados de estos experimentos y con la informacion de
la literatura se decidid hacer uso de las concentraciones 0.5 mM, 2 mM y 4 mM de
CaClz en los experimentos posteriores involucrando a las mutantes en proteinas G
heterotriméricas, ya que fueron las concentraciones minimas a las que se observo
un efecto significativo (*p<0.05) sobre el crecimiento de este Mucoral, y ademas
dichos valores se encuentran por debajo, dentro y superiores del rango de las
concentraciones normales de calcio presentes en la sangre humana 8-10 mg/dL (2-
2.5 mmol/L) (Yee, 2007), siendo esto relevante, ya que las especies de Mucorales
causantes de mucormicosis se caracterizan por ser angioinvasivas (Patil et al.,
2016) y existen casos aislados documentados de mucormicosis en el que los
pacientes presentaron hipercalcemia > 10.5 mg/dL (> 2,6 mmol/L) (Chi et al., 2015;
Terk et al.,, 1992; Ukoha & Nguyen, 2021; Yee, 2007), lo que sugiere que la
mucormicosis podria ser una causa infecciosa de hipercalcemia no dependiente de
la hormona paratiroidea (PTH) (de Lucena et al., 2024). Igualmente, también existen
casos reportados de mucormicosis en los que se encontraron depositos de oxalato
de calcio monohidratado, dihidratado y carbonato de calcio asociados con
elementos fungicos en el parénquima pulmonar, en el cartilago bronquial, en las
paredes de los vasos sanguineos y otros tejidos (Madiwale, Murlidharan & Hase,
2008; Rassaei et al.,, 2009; Reyes & Rippon, 1984), lo que muestra que las
infecciones fungicas y la deposicion de oxalato de calcio no se limitan a la
aspergilosis (Payne et al., 2017). El estudio de estas concentraciones de calcio fue
relevante para observar si el calcio de alguna forma (aun desconocida) promueve
la patogénesis de este Mucoral. A pesar de que las concentraciones seleccionadas
fueron relativamente altas comparadas con las concentraciones citosélicas de calcio
en el citoplasma de los hongos filamentosos, hay que tomar en cuenta que no todo
el calcio suplementado en los medios de cultivo se encuentra disponible, ya que se
ha descrito que los hongos filamentosos utilizan sistemas de regulacion, en la que
se incluyen distintos tipos de proteinas de membrana plasmatica y otros ubicados
en distintos organulos como las vacuolas, las mitocondrias y el reticulo
endoplasmatico que pueden regular las concentraciones intracelulares de calcio

(Caiy Clapham, 2012). Aunque las concentraciones de calcio seleccionadas fueron
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altas, la propia célula y el medio limitan la concentracion del ion y su

biodisponibilidad.

En los experimentos en los que se evalud el efecto del calcio sobre el crecimiento
radial de las mutantes en proteinas G heterotriméricas se observé que la mayoria
respondid al estimulo por calcio al igual que lo hizo la cepa WT, sin embargo, la
mutante Agpg3 disminuyd su crecimiento radial significativamente (*p<0.05) en
comparacion de la cepa WT. Esto fue interesante, ya que, sin el tratamiento con
calcio, dicha mutante no presentd un fenotipo diferente al resto de las mutantes o a
la cepa WT, y se esperaba el mismo comportamiento. Esto sugiere que la mutacion
del gen gpg3 es esencial para la tolerancia a altas concentraciones de calcio, y que
su mutacion probablemente afecta sistemas encargados de mantener
concentraciones basales de este cation al interior de la célula para evitar su

citotoxicidad (Biggs, 2004). Verificar esto en el futuro, seria de interés.

El EDTA, en hongos patégenos de humanos tiene una variedad de actividades
antifungicas dependiendo de la especie, una de ellas es la quelacion del calcio
extracelular, previniendo su ingreso a la célula causando dafo y la muerte eventual
(Yang et al., 2023). En nuestro caso, la concentracion de 0.2 mM de EDTA afecto
significativamente (*p<0.05) el crecimiento radial de la cepa WT y de las cepas
mutantes en subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas de M.
lusitanicus e interesantemente el crecimiento en la presencia de esta molécula fue
diferente al control, siendo de color blanco el tapete que se formé. Ademas, la
mutante Agpg3 fue mucho mas sensible a su efecto, creciendo mucho menos. Estos
datos son consistentes a los realizados en otras especies de hongos como B.
cinerea, C. albicans y Geotrichum candidum en los que una concentracion de 75
mM de EDTA inhibi6é significativamente su crecimiento (Talibi et al., 2015). En
cuanto a M. lusitanicus, el crecimiento de las colonias jovenes tiende a ser de color
amarillo tornandose de un color gris por la aparicién de esporas en la superficie
(Papp et al., 2006; Fazili et al., 2022). Este color amarillo del crecimiento se ha
asociado a la acumulacion de B-caroteno al ser expuesta a la luz (Navarro,

Sandmann & Torres-Martinez, 1995; Fraser et al., 1996), mientras que las colonias
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pueden llegar a ser de color blanco en ausencia de luz debido a la poca acumulacion
de B-caroteno (Zhang et al., 2016). En cuanto a nuestros datos, descartamos por
completo que el color blanco de las colonias en presencia de EDTA se deba a la
falta de exposicion a la luz, ya que las placas estuvieron expuestas a 12 horas/dia
de luz dentro del laboratorio, y los controles tanto para la cepa WT como de las
mutantes bajo estas condiciones de exposicion siempre tuvieron un color amarillo
caracteristico. Este color de la colonia tras el tratamiento con EDTA concuerda por
lo descrito por Liu et al., (2022), quienes describieron que una concentracion de 0.5
mM de esta molécula causo que la colonia originalmente verde de Aspergillus flavus
se tornara de color blanco totalmente. Estos resultados sugieren que las mutaciones
en subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas no participan en la
pigmentacién de las colonias y que probablemente el EDTA puede quelar iones que

son importantes para el crecimiento y la produccion de 3-carotenos de este Mucoral.

En cuanto al crecimiento reducido de la mutante Agpg3 en presencia de calcio o
EDTA, en comparacién del crecimiento de la cepa WT y del resto de las mutantes,
se puede inferir que probablemente su mutacién afecta de alguna manera
(desconocida) a la integridad de la membrana plasmatica incrementando su
permeabilidad, lo que se traduciria en un menor control de las sustancias
extracelulares que ingresan a la célula, incrementando su sensibilidad vy
susceptibilidad a los tratamientos con calcio y EDTA, y por eso probablemente
crecido menos. Algo similar ha sido reportado para A. flavus en el que se evalué el
efecto del EDTA, mostrando un efecto inhibitorio en su crecimiento micelial y la
formacion de conidios a través de un aumento de la autofagia y la apoptosis
mediada por esta molécula (Liu et al., 2022). Queda por corroborar si algo similar

sucede en esta mutante de Mucor spp.

El crecimiento de las hifas de los hongos filamentosos se da principalmente por la
extensién de la punta hifal, el cual se caracteriza por un equilibrio dinamico entre la
sintesis y la expansion de la pared celular y la membrana plasmatica y de la
aplicacion de fuerzas expansivas derivadas de la fuerza de turgencia o del

citoesqueleto, procesos que son dependientes de iones Ca?* (Jackson & Heath,

148




1993). Cada hifa fungica esta rodeada por una pared celular que le provee con
fuerza mecanica y la protege de cambios bruscos de presion osmoética y de los
impactos estresantes del medio ambiente. Esta estructura es dinamica y
constantemente se renueva y cambia en respuesta a las condiciones que la rodean,
permitiendo su crecimiento (Mogilnaya et al., 2017). El crecimiento ocurre mediante
la biosintesis apical y la remodelacion de los componentes de polisacaridos,
procesos que involucran el abastecimiento direccional y coordinado del material
necesario para la formacién de membrana plasmatica y el crecimiento de la pared
celular. Los cambios morfogenéticos inician cuando la espora comienza a crecer
isotropicamente durante las primeras horas de hidratacion; poco después, se rompe
la simetria, el crecimiento comienza a ser polarizado y el resultante tubo germinativo
continua extendiéndose apicalmente por crecimiento polarizado hasta convertirse
en una hifa madura. Las ramificaciones de la hifa desde compartimentos
subapicales genera nuevas puntas hifales capaces de fusionarse unas con otras
para generar el micelio (Riquelme y Martinez-Nunez, 2016). El Spitzenkdrper (Spk)
es el elemento mas importante del apex en las hifas de hongos filamentosos,
consiste en una conspicua acumulacion de vesiculas, ribosomas, microfilamentos
de actina, iones y otro material amorfo que abastece a la punta hifal en crecimiento
(Mogilnaya et al., 2017; Webster y Weber, 2007). Una alta densidad de canales de
calcio en la membrana plasmatica en la zona del dpex de la punta hifal permite el
establecimiento de un gradiente de calcio en colaboracion con el secuestro de calcio
por varios organulos subapicales tales como las vacuolas, las mitocondrias y el
reticulo endoplasmatico para permitir el crecimiento (Jackson & Heath, 1993;
Webster y Weber, 2007).

Los resultados del crecimiento evaluados, que incluyo la velocidad de germinacién
a condiciones estandar de oxigeno, a bajas concentraciones de oxigeno y la
produccion de biomasa de la cepa WT y de las mutantes en subunidades beta y
gama de proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus en presencia de calcio (2 y
4 mM) mostraron que este ion tuvo un efecto significativo (*p<0.05) aumentando
estos parametros de crecimiento, afectando también la morfologia de las células en

las que se observd que la célula madre presentaba hiperfilamentacion,
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ramificaciones e hifas mas alargadas en comparacion del control y que el EDTA
interesantemente también aumento significativamente (*p<0.05) la velocidad de
germinacién, pero afecto la morfologia de las hifas, las cuales presentaron una
célula madre pequefia y una unica hifa de tamafo pequefio. El crecimiento dependio
de un metabolismo oxidativo mitocondrial, ya que la adicion de calcio en el medio
de cultivo tuvo un mayor efecto en el crecimiento en los medios que estimulan este
tipo de metabolismo, como el YNB-0.1 % (Alejandre—Castafieda et al., 2022), Vogel-
0.1 %, YNG-111 mMy VG-111 mM, los cuales contienen una baja concentracion de
glucosa y una fuente de nitrégeno inorganico o glicerol como fuente de carbono no
fermentable respectivamente, para forzar a las células a usar exclusivamente su
metabolismo oxidativo mitocondrial. El uso del glicerol 111 mM permitié observar
con mayor claridad, que el calcio tuvo un efecto sobre el la velocidad de
germinacion, la cual dependié de un metabolismo oxidativo mitocondrial, ya que el
metabolismo de este compuesto es llevado a cabo por la mitocondria para que
pueda entrar a las rutas metabdlicas que la transformaran en energia y sea
aprovechada en estos procesos celulares, demostrando que la adicion extracelular
de calcio aumento significativamente (*p<0.05) el crecimiento en comparacion del
control. Los datos sugieren que el aumento en el crecimiento a través del
metabolismo oxidativo mitocondrial de M. lusitanicus mediado por calcio dependi6
principalmente de las subunidades Gpb1 y Gpg1, ya que su ausencia no mostro
efecto alguno sobre el crecimiento en presencia de este ion. Por otra parte, la
mutacion en Agpg3 mostrd ser muy sensible a altas concentraciones de calcio (2 y
4 mM) en todos los parametros de crecimiento evaluados, y que en apartados

anteriores se describio la probable explicacion de ello.

La velocidad de germinacion es el tiempo que le toma a la espora para hincharse
hasta el momento en que existe la emergencia del o de los tubos germinativos
(Boonruang y Lerkkasemsan, 2023). En nuestro caso, la emergencia de tubos
germinativos de las esporas de la cepa WT y de las mutantes en subunidades beta
y gama de proteinas G heterotriméricas de M. lusitanicus (a excepcion de las
mutantes Agpb1, Agpb2 y Agpg3) fue significativamente mayor (*p<0.05) en la

presencia de calcio (2 y 4 mM) a partir de la hora 2 y manteniéndose asi hasta la
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hora 8 de crecimiento, siendo mas evidente en los medios usados para estimular el
metabolismo oxidativo mitocondrial, en comparacion con el control. Los
experimentos de generacion de biomasa mostraron que el efecto del calcio a las
concentraciones de 0.5, 2 y 4 mM se mantenia al menos hasta la hora 96 de
crecimiento, que fue el tiempo mayor evaluado. Nuestros datos concuerdan con lo
descrito por Saavedra-Molina et al. (1990), Robson et al. (1991) y Jackson & Heath
(1989), quienes describieron que el incrementar las concentraciones externas de
calcio generalmente resulta en un aumento en la tasa de extensién de la hifa con
una morfologia normal y en menor frecuencia con hifas ramificadas.
Interesantemente la concentracion de 0.2 mM de EDTA aumento significativamente
(*p<0.05) la velocidad de germinacion de las esporas de M. lusitanicus, lo que
contrasta con la literatura revisada en la que se demuestra que esta molécula inhibié
la germinacion de las esporas de algunas especies de hongos (de Lucca, 2006;
Yang et al., 2023). Lo unico que concuerda es la morfologia de las células al crecer
en presencia de esta molécula, tal y como se describio para especies de Neurospora
spp. (Saavedra-Molina et al., 1990), Fusarium spp. (Robson et al., 1991) y
Saprolegnia spp. (Jackson & Heath, 1989), en las que sus hifas mostraron una
marcada reduccion en su tasa de extensidn caracterizada por ser anormal,

resultando en una morfogénesis irregular de las hifas como en nuestro caso.

Nuestros datos también concuerdan con lo reportado por el grupo de trabajo del Dr.
Volha Shapaval en los ultimos afos, en los que han mostrado que la naturaleza del
nitrdgeno presente en el medio y la concentracion de fosforo inorganico modulan en
primera instancia el crecimiento de diferentes especies de hongos pertenecientes al
filum Mucoromycota, resaltando que una fuente de nitrégeno inorganica como el
sulfato de amonio y altas concentraciones de fdsforo inorganico aumentaron
significativamente la produccion de biomasa en estos hongos (Dzurendova et al.,
2020a; Dzurendova et al., 2020b), recordando que el medio Vogel que usamos fue
suplementado con sulfato de amonio como fuente de nitrébgeno y altas
concentraciones de fésforo inorganico, y que ademas mostraron que metales como
el Mg y el Zn son iones esenciales para el crecimiento y la actividad metabdlica de

este Mucoral, que un aumento en las concentraciones de Fe inhibieron su
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crecimiento, que la concentracion de calcio en el medio es importante para la
acumulacién de lipidos y polifosfatos, y que un incremento significativo en la
produccion de biomasa se observo a altas concentraciones de calcio en el medio
(Dzurendova et al., 2020c; Dzurendova et al., 2021) en concordancia con nuestros
resultados. Nuestros resultados sugieren que el crecimiento de tipo hifal de este
Mucoral esta mediado por un metabolismo de tipo oxidativo, que incrementa al estar
presente el calcio en altas concentraciones, siendo esencial la presencia de las
subunidades Gpb1 y Gpg1, reflejandose en un aumento en la produccidon de

biomasa al usar glicerol como unica fuente de carbono en presencia de calcio.

El crecimiento de C. albicans bajo condiciones limitantes de oxigeno puede regular
la morfogénesis (Setiadi et al., 2006). Valle-Maldonado et al. (2020) describieron
que la concentracion disuelta de oxigeno en el medio condiciona la morfogénesis
de M. lusitanicus, encontraron que una concentracion de 7.3 + 0.56 % de oxigeno
genera una mezcla de morfologias de este Mucoral, siendo aproximadamente un
80 % hifas y 20 % de levaduras, cuando a condiciones estandar de oxigeno disuelto
en el medio se genera un 100 % de hifas. Ademas, describieron que Gpb1 es un
regulador positivo del crecimiento filamentoso de M. lusitanicus a bajas
concentraciones de oxigeno. Nuestros resultados proporcionan evidencia de que el
calcio es un regulador de la morfogénesis a bajas concentraciones de oxigeno,
estimulando significativamente (*p<0.05) la morfologia de tipo hifal en presencia de
altas concentraciones de calcio, ademas de que a la par de Gpb1, Gpg1 igualmente
es necesaria para poder percibir el estimulo por calcio a bajas condiciones de
oxigeno. Estos datos son relevantes, dado que las infecciones mediadas por hongos
patdbgenos de humanos y la eficacia de los farmacos antifungicos se ven
significativamente afectados por el microambiente dinamico de la infeccion, en el
que el oxigeno suele ser limitante e induce una respuesta de hipoxia tanto en el
hongo patégeno como en las células del hospedero, contribuyendo a la patogénesis,
la virulencia, la susceptibilidad a farmacos y en ultima instancia, el desenlace de la
infeccién (Puerner et al., 2023). Seria interesante en el futuro, estudiar como el
calcio a bajas concentraciones de oxigeno puede modular la infecciéon en especies

de Mucorales causantes de mucormicosis.
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Especies de Mucor spp. como M. lusitanicus, M. circinelloides, M. rouxii, M.
racemosus, entre otros, exhiben dimorfismo, lo que significa que pueden crecer en
dos formas morfoldgicas, la de tipo hifal y la de tipo levaduriforme. La morfologia de
tipo hifal de M. lusitanicus se ha asociado a un metabolismo de tipo oxidativo, en el
que la concentracién y la naturaleza de la fuente carbono (azucares fermentables o
no fermentables) (Bartnicki-Garcia & Nickerson, 1962), el oxigeno y la respiracion
celular son indispensables para el desarrollo de esta morfologia (Orlowski, 1991).
Lee et al. (2013) a través de la mutacion del gen que codifica a la subunidad
regulatoria B de la calcineurina (cnbR) encontraron que existe una correlacién entre
la morfologia y la virulencia de este Mucoral, ya que las mutantes en el gen cnbR
exhibieron exclusivamente la morfologia de crecimiento de tipo levaduriforme, las
cuales también fueron menos virulentas que la cepa WT en el modelo de G.
mellonella. Sus resultados también mostraron que la via de la calcineurina tiene un
rol importante en las transiciones dimorficas y que existe una relacion entre esta via
y la respiracion de este Mucoral. El oxigeno es el sustrato mas utilizado en las
reacciones metabolicas y es fundamental para la biosintesis de distintos metabolitos
(Raymond & Segre, 2006). También es un aceptor terminal de electrones
termodinamicamente eficiente que se utiliza para generar energia quimica. Al igual
que la mayoria de los organismos eucariotas, los hongos filamentosos usan la
cadena transportadora de electrones convencional para la generacion de energia,
la cual es la via mas eficiente para producir energia en forma de ATP (Grahl et al.,
2012).

Los resultados que obtuvimos de evaluar el efecto que tuvo el calcio e inhibidores
de la cadena transportadora de electrones convencional sobre la tasa de consumo
de oxigeno de M. lusitanicus mostraron que el calcio desde la concentracion 0.5 mM
tuvo un efecto positivo y significativo (*p<0.05) sobre este parametro, aumentando
la respiracién en comparacion al control, siendo este aumento mucho mas evidente
a la concentracion de calcio mas alta evaluada (4 mM). Asi mismo, también se
observd que el calcio tuvo un efecto aun mayor en los medios que estimulan el
metabolismo oxidativo mitocondrial (YNB-0.1 %, VG-0.1 % y VG-111 mM), en

comparacion de aquellos que estimulan tanto el metabolismo oxidativo como el
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fermentativo (YPG-2 %) o el metabolismo fermentativo (YPG-6 %). Los inhibidores
de la cadena respiratoria, el KCN y la AA, mostraron que comprometen la
respiracion de este Mucoral, y la adicion de calcio en presencia del inhibidor
restablecié solo parcialmente este parametro. Por otro lado, se observd que las
mutantes Agpb1y Agpg1 respiran mucho menos que la cepa WT y que la presencia
de calcio no aumento su respiracion al permanecer insensibles. La mutante Agpg3
mostro una tasa de consumo de oxigeno mayor a la cepa WT, pero en presencia de
calcio disminuyo drasticamente. El resto de las mutantes se comportaron de manera
similar a la cepa WT. Nuestros datos son concluyentes con los descrito por
Balcavage et al. (1974), quienes describieron que altas concentraciones de calcio
extracelular, en el rango de 1-10 mM fueron suficientes para estimular la respiracion
de mitocondrias aisladas de S. cerevisiae y de C. utilis, y que la respiracion se vio

afectada por la presencia de AA.

Vilas-Boas et al. (2023) demostraron que el calcio basal dentro de las mitocondrias
de hepatocitos debe permanecer en cierta concentracion para no dafar la célula y
al mismo tiempo debe ser suficientemente alta para maximizar la eficiencia de la
cadena transportadora de electrones. Si bien en Mucor spp. desconocemos hasta
el momento cual es la concentracion 6ptima de calcio que mejora la eficiencia de la
cadena transportadora de electrones, nuestros resultados indicaron que la
concentracion de 4 mM de calcio fue la que tuvo el mayor aumenté significativo
(*p<0.05) en la respiracion sin un dafo aparente en la célula. Ademas, nuestros
datos sugieren la posible existencia de sistemas alternativos de respiracion en este
Mucoral. Diversas especies de plantas y hongos filamentosos poseen sistemas de
respiracion alternativos a la cadena de transporte de electrones, incluyendo NADH:
ubiquinonas oxidorreductasas alternativas, que actuan en paralelo con el complejo
I, la proteina desacopladora (UCP) y una oxidasa alternativa catalizando la
transferencia de electrones desde la ubiquinona reducida directamente al oxigeno,
evitando la via respiratoria principal del citocromo (Johnson et al., 2003). La oxidasa
alternativa (AOX) es una enzima localizada en la membrana interna de la
mitocondria (Joseph-Horne et al., 1998). Esta via alternativa es insensible al KCN,

la AA y al mixotiazol y permite la respiracion cuando la via clasica se encuentra
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inhibida (Akhter et al., 2003; Huh & Kang, 2001). En los Mucorales se ha descrito a
P. blakesleeanus como un hongo filamentoso estrictamente aerobio, en el que la
oxidasa alternativa le permite sobrevivir y generar energia para su metabolismo
esencial bajo condiciones de hipoxia o anoxia en condiciones de cultivo en
presencia de inhibidores de la cadena transportadora de electrones a largos
periodos de tiempo (Stani¢ et al., 2013). Se ha racionalizado que el mecanismo por
el cual la AOX de este organismo le permite sobrevivir bajo esa deficiencia de
oxigeno probablemente se da mediante la proteccion contra las ERO, permitiendo
la redireccion del flujo de electrones provenientes de fosas de ubiquinona,
previniendo de esta forma la muerta de la célula, como se ha estudiado en células
de soya (Amora et al., 2000). En M. rouxii, un hongo dimorfico estrechamente
relacionado con M. lusitanicus y con P. blakesleeanus, se demostro que la
respiracion del micelio cultivado en condiciones de aerobiosis fue sensible al KCN,
mientras que en condiciones de anaerobiosis la respiracion fue sensible
parcialmente. Ademas, las células cultivadas en condiciones de anaerobiosis
mostraron niveles mas bajos de los citocromos b y ¢, y ninguna de citocromos aa3
(Cano-Canchola et al., 1988; Salcedo-Hernandez et al., 1994), lo que indicd un
mayor uso de la via alternativa bajo estas condiciones de crecimiento. Nuestros
datos y la informacién presentada sugieren la posible existencia de una oxidasa
alternativa en M. lusitanicus, sque de ser posible, explicaria por qué este Mucoral
sigue respirando aun en presencia de los inhibidores KCN y AA. Es necesario probar
esta hipotesis, aunque se haya reportado que la AOX se encuentra ausente en la
mayoria de los hongos filamentosos que pueden hacer fermentacién aerobia
(organismos Crabtree-positivos) tal es el caso de este Mucoral (Homa et al., 2022;
LUbbehlsen et al., 2004; Rangel-Porras et al., 2019).), aunque existen excepciones
(Veiga et al., 2000). Nuestros datos también sugieren que las mutantes en Agpb1y
Agpg1 probablemente tienen algun defecto en algun punto de su metabolismo
oxidativo, principalmente aquellos que estan involucrados con la respiracion celular,
ya que fueron insensibles al estimulo por el calcio extracelular, lo que se vio reflejado
como una menor tasa de consumo de oxigeno y sin un cambio aparente al recibir

dicha senal extracelular.
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Estos datos son relevantes, ya que si se demuestra que M. lusitanicus u otra de las
especies clinicas causantes de mucormicosis poseen una o varias oxidasas
alternativas se podria desarrollar mas investigacion para el desarrollo de
tratamientos farmacologicos dirigidos a este posible blanco molecular y hacer frente
a esta infeccion fungica, tomando ventaja en el hecho de que los humanos no

poseen oxidasas alternativas (Akhter et al., 2003).

La sefializacidén por calcio interactua con otros sistemas de sefalizacion, tal es el
caso de las ERO. Estas moléculas actuian como moléculas de sefalizacidon
involucradas en varios procesos celulares como el crecimiento y la muerte celular.
Se generan durante el metabolismo celular por la cadena de transporte de
electrones mitocondrial, por NADPH oxidasas, mieloperoxidasas, citocromo P450 y
otros, que interesantemente también son regulados por calcio (Richter et al., 1988).
Se cree que los dos sitios de produccion de ERO estan en el complejo | y Il (Poyton
et al., 2009). Las interacciones entre el calcio y las ERO pueden considerarse de
tipo bidireccional, dado que las ERO pueden regular la sefalizacion celular por
calcio, mientras que la sefalizacidén por calcio es esencial para la produccion de
ERO vy la fosforilacidon oxidativa en la mitocondria, se ha sugerido que el aumento
en la tasa metabdlica consumiria mas oxigeno, lo que resultaria en una fuga de
electrones de la cadena respiratoria y los niveles de ERO (Brookes et al., 2003;
Gordeeva et al., 2003; Zhang et al., 2013). En este sentido, se evaluo el efecto que
tuvo el calcio sobre la produccion de ERO en las cepas mutantes en subunidades
beta y gama de proteinas G heterotriméricas y en la cepa WT de M. lusitanicus en
los medios que estimulan el metabolismo oxidativo. Los resultados mostraron que
solo la concentracién de 4 mM de calcio fue capaz de incrementar significativamente
(*p<0.05) el radical OH-, teniendo en cuenta que este fue el Unico radical evaluado.
En cuanto a las mutantes, Agpb1 y Agpg1 presentaron niveles de OH- mucho mas
bajos que el de la cepa WT y no respondieron al calcio, por otra parte, la mutante
Agpg3 mostré una mayor produccion de OH- en comparacion a la cepa WT, pero
disminuyo drasticamente tras el tratamiento con calcio. El resto de las mutantes se
comporté de forma similar a la cepa WT. Nuestros datos sugieren que solo

concentraciones altas de calcio reflejaron un efecto sobre el parametro evaluado.
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Asi también, como se comento en la seccion de resultados, seria interesante medir
otras ERO para tener un panorama mas completo, ya que la deteccién del radical
OH- depende también de la concentracion libre de Fe?* involucrado en la reaccion
de Fenton para catalizar la reduccion del H202 (Sies & Jones, 2020), y no se sabe
con exactitud si cada cepa evaluada tuvo diferencias en sus concentraciones libres

de hierro.

Patifio-Medina et al. (2018; 2019a) describieron que las proteinas Arf (ADP-
ribosylation factor, por su nombre en inglés) y Arl (Arf-like, por su nombre en inglés)
podrian actuar como reguladores del dimorfismo y que la virulencia de este Mucoral
por parte de estas proteinas probablemente se daria a través de la regulacion de la
secrecion de moléculas encerradas en vesiculas para alcanzar el exterior de la
célula, acumulandose en el medio y produciendo su efecto toxico, ademas de que
la naturaleza de las mismas podria ser proteica. Los hongos pueden producir
metabolitos secundarios secretables como las micotoxinas, los cuales son
sintetizados por enzimas presentes en grupos de genes biosintéticos cuya primera
enzima es una policétido sintasa o una péptido sintetasa no ribosomal (o una mezcla
de ambas), ejemplos incluyen a la gliotoxina, a la aflatoxina, la ocratoxina, entre
otros, y toxinas proteicas como la candidalisina y la mucoricina (Brown et al., 2021).
Ademas, otros factores de virulencia de tipo proteico secretables descritos incluyen
a hidrolasas como las proteasas y las hialuronidasas (Patifio-Medina et al., 2018).
Alejandre-Castaneda et al. (2022) describieron que la delecion del gen rfs, que
codifica a la enzima responsable de la biosintesis de rizoferrina, un sideroforo, en
M. lusitanicus, condujo a una menor virulencia en ratones diabéticos y nematodos.
Mientras que la regulacion positiva de rfs se correlacion6 con un aumento de la
toxicidad de los sobrenadantes libres de células del caldo de cultivo obtenidos en
condiciones de crecimiento que favorecen el metabolismo oxidativo, como bajos
niveles de glucosa (YNB-0.1 %) o la presencia de H202 en el cultivo, lo que sugiere
que el metabolismo oxidativo aumenta la virulencia a través de la produccién de
rizoferrina, la cual a su vez esta regulada por la via de la AMPc-PKA (Alejandre-
Castarieda et al., 2022).
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Nuestros resultados respecto a la toxicidad de los sobrenadantes libres de células
obtenidos en presencia de altas concentraciones de calcio de la cepa WT y de las
mutantes en subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas probados
contra C. elegans, mostraron que el calcio incrementd significativamente (*p<0.05)
la toxicidad de los sobrenadantes a excepcion de las mutantes Agpb1y Agpg1, los
cuales se mantuvieron no téxicos sin importar el tratamiento con calcio e
interesantemente, el sobrenadante de la mutante Agpg3 en presencia de calcio
disminuyd significativamente (*p<0.05) su toxicidad. Podriamos sugerir varios
escenarios que pudieron causar que el calcio aumentara la toxicidad de los
sobrenadantes. Uno de estos podria ser que el calcio aumente el metabolismo
oxidativo mitocondrial mediante la estimulacion de diversas enzimas involucradas
en este tipo de metabolismo y que, como subproductos de este aumento, exista una
sobre acumulacién en el sobrenadante de ciertas moléculas que podrian ser toxicas
para el nematodo como la rizoferrina. En el caso de los iones de calcio, se ha
reportado que en células de mamifero juegan un rol importante en la mitocondria al
regular el metabolismo aerobio mediante la estimulacion de la sintesis de ATP a
través de la regulacion alostérica de dos enzimas deshidrogenasas del ciclo de
Krebs ubicadas en la matriz mitocondrial, la a-cetoglutarato deshidrogenasa y la
NAD*-isocitrato deshidrogenasa (Carafoli, 2010; McCormack, Halestrap & Denton,
1990) respondiendo a concentraciones de calcio en el rango de 1-20 mM (Romero-
Garcia & Prado-Garcia, 2019), y mediante la activacion de la piruvato
deshidrogenasa a través de un paso de desfosforilaciéon dependiente de calcio, por
lo que la operacion del ciclo de Krebs y la sintesis de ATP dependen de la adecuada
regulacion de estas enzimas por calcio, algo similar podria estar pasando en las
cepas de M. lusitanicus al ser tratadas con calcio, recordando también que en teoria,
una mayor sintesis de ATP y de otros metabolitos generados a través del ciclo de
Krebs generarian un mayor crecimiento de las células de tipo hifal de este Mucoral
y ello generaria una mayor virulencia. Posiblemente el calcio a través de la
regulacion de estas proteinas podria generar un aumento de la sintesis de los
precursores necesarios (acido citrico, acido oxalacético y acido 1,2,3-tricarboxilico)

para la biosintesis de rizoferrina que ademas dicha reaccion enzimatica mediada
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por la enzima Rfs es dependiente de ATP (Carroll et al., 2017), generando la

acumulacién de rizoferrina en el medio y siendo perjudicial para C. elegans.

La posibilidad de que la alta concentracion de calcio usado en los experimentos de
toxicidad pudiera ser perjudicial para el nematodo se descarto, ya que como control
se evaluo la concentracion de 4 mM de calcio en los medios usados sin células

fungicas resultando en un 100 % de supervivencia de los nematodos.

En cuanto a la nula toxicidad de los sobrenadantes de las mutantes en Agpb1y
Agpg1 aun en presencia de calcio, se puede inferir nuevamente, que dichas
subunidades son necesarias para la percepcion de sefales extracelulares de calcio,
y por otro lado, es posible que dichas subunidades pudiesen estar involucradas en
la sintesis de un factor téxico, ya que por si solas las mutaciones en estas
subunidades no mostraron toxicidad alguna en los sobrenadantes probados contra
C. elegans. Esto se puede relacionar a lo descrito en A. fumigatus, en el que se
demostrd que la ausencia de la subunidad SfaD (GpB) y la subunidad GpgA (GY)
resulté en la ausencia de gliotoxina (una toxina péptido no ribosomal) en los
sobrenadantes del crecimiento en comparacién a los obtenidos para la cepa WT de
este hongo, los cuales si tuvieron la presencia de dicha micotoxina. Concluyendo
que ambas subunidades son necesarias para la produccion normal de gliotoxina
(Shin et al., 2009). Alejandre-Castafieda et al. (2022) sugirieron que el metabolismo
oxidativo de M. lusitanicus aumenta la virulencia a través de la produccion de
rizoferrina, la cual a su vez esta regulada por la via de la AMPc-PKA. Las proteinas
G heterotriméricas son reguladores de la via PKA, y sus funciones candnicas estan
involucradas en el control de la actividad de varios efectores; por ejemplo, la
adenilato ciclasa, enzimas modificadoras de lipidos como la fosfolipasa C y canales
ionicos (Syrovatkina et al., 2016; Tesmer, 2010). Puede ser que las subunidades
Gpb1 y Gpg1 de proteinas G heterotriméricas regulen la sintesis de rizoferrina en
este Mucoral a través de la regulacion de alguno de los elementos de la via AMPc-
PKA.

De forma general, nuestros resultados mostraron que las subunidades Gpb1 y Gpg1

de M. lusitanicus son necesarias para percibir el estimulo por calcio extracelular
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para poder generar la cascada de sefalizacion correspondiente y generar un efecto
sobre procesos bioldgicos importantes relacionados con el metabolismo oxidativo
mitocondrial como fueron la velocidad de germinacién, la produccion de biomasa,
en la respiracién celular, en la produccion de ERO y en la virulencia. Estos
resultados son concluyentes con lo reportado por Patifio-Medina et al. (2025),
quienes recientemente sugirieron que existe la posibilidad de que la subunidad
Gpb1 y la subunidad Gpg1 de M. lusitanicus interactuen para la formacion del
dimero GB1-Y1, el cual a través de la represion de la via PKA estaria regulando el
metabolismo oxidativo mitocondrial de este Mucoral. Lo que explicaria en nuestro
caso, que ambas mutantes tuvieron un fenotipo muy similar. Por otro lado, también
describieron que ambas mutantes mostraron una capacidad oxidativa reducida,
correlacionando con la disminucién de los niveles de ARNm de atfp9 durante el
crecimiento micelial comparado con los valores de la cepa WT, lo que indico que su
metabolismo oxidativo mitocondrial estaba disminuido. Ademas, también sugirieron
que Gpb1y Gpg1 podrian estar controlando positivamente el metabolismo oxidativo
a través de la mitofagia. El analisis in silico de las secuencias primarias de
aminoacidos de las subunidades beta y gama de proteinas G heterotriméricas de
M. lusitanicus sugirid que ninguna de ellas posee péptidos senales para su
direccionalidad a la mitocondria, pero si poseen motivos de direccionalidad
mitocondrial, siendo la subunidad beta 3 seguida de la subunidad gama 1, las
proteinas con mayor probabilidad de ser exportadas a la mitocondria. Estos datos
sugieren que estas subunidades podrian tener funciones bioldgicas por si mismas,
como lo reportado por Zhang et al. (2010), en el que describieron que la subunidad
GB2 de células de mamifero puede interactuar con la mitofusina 1 (Mfn1) para
regular la fusién mitocondrial. Interesantemente, todas las subunidades beta
presentaron posibles sitios de fosforilacion por PKA, lo que sugiere que
probablemente dichas subunidades pueden ser susceptibles de cierta regulacién

postraduccional por esta via.

A la fecha no se sabe si M. lusitanicus posee la infraestructura proteica necesaria
para permitir la entrada de calcio extracelular hacia el interior de la célula. Por lo

que se realizd un analisis in silico con el proposito de averiguar si su genoma posee
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probables genes que codifiquen a las dos proteinas principales descritas que forman
canales de calcio de alta afinidad en otros hongos filamentosos. Nuestros resultados
mostraron que el genoma de este Mucoral alberga 1 unica posible copia del gen
que codifica a la proteina Mid1 y 4 probables copias del gen que codifica a la
proteina Cch1. A pesar de que el porcentaje de identidad y similitud entre las
secuencias primarias de aminoacidos de cada una de estas proteinas en
comparacién con la de otras especies de hongos filamentosos fue baja, pudimos
demostrar que estas probables proteinas poseen ciertos residuos, motivos y/o
dominios funcionales que poseen otras especies de hongos ya descritas (Hayashi
et al., 2020; Prole & Taylor, 2012; Vu et al., 2015). Ademas del analisis in silico,
también se evaluaron los efectos que tuvieron los farmacos bloqueadores de
canales de calcio, nifedipino y verapamilo (Teng et al., 2008; Yu et al., 2014) sobre
la velocidad de germinacion de las esporas y la tasa de consumo de oxigeno en
este Mucoral. Los resultados mostraron que las células de M. lusitanicus fueron
sensibles a ambos farmacos causando la disminucion significativa (*p<0.05) de
ambos parametros fisioldgicos, observando que dicha disminucién era mas
pronunciada al incrementar la concentraciéon del farmaco, de igual manera, el
nifedipino fue el que tuvo una mayor potencia en comparacion con el verapamilo.
Estos resultados respaldan la probabilidad de que Mucor spp. posea canales de

calcio de alta afinidad.

Con lo revisado en las referencias y con los resultados de este proyecto, propongo

a modo de resumen el siguiente modelo (figura 50).
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Figura 50. Modelo propuesto de la participacion de las subunidades Gpb1 y
Gpg1 en el metabolismo oxidativo mitocondrial mediado por calcio en M.
lusitanicus. La célula para la mayoria de sus procesos bioldgicos necesita iones,
que pueden actuar como sustratos rédox o como cofactores de enzimas cruciales
para su funcionamiento, por lo que a través de la evolucion ha ideado sistemas para
la captacién de estos (Gerwien et al., 2018). El ion calcio es considerado el segundo
mensajero universal, ya que practicamente tiene un rol esencial en la mayoria de
los procesos biolégicos (Shemarova & Nesterov, 2005). Este ion puede alcanzar
concentraciones extracelulares en el rango milimolar, dependiendo del sustrato y
las condiciones ambientales, y dichas concentraciones pueden generar cascadas
de sefializacidn en las células fungicas a través de receptores acoplados a proteinas
G (GPCR) (Nestler & Duman., 1999) uno de los receptores propuestos de este tipo

es el homologo a CaSR (receptor sensor de calcio) (Spurr, 2003). En este Mucoral,
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hasta la fecha se desconoce cual o qué tipo de GPCR podria estar percibiendo las
sefales extracelulares por calcio, lo que sabemos con este trabajo de investigacion
es que algun posible GPCR podria percibir calcio extracelular generando un cambio
conformacional en su estructura, generando la disociacion del heterotrimero
asociado al mismo, en nuestro caso, liberando el dimero formado probablemente
por las subunidades GB1 y GY1, las cuales a su vez podrian estar reprimiendo a la
adenilato ciclasa (Cyr1), lo que provocaria la disminucién importante de las
concentraciones de AMPc, evitando la activacion de la via PKA, causando la no
fosforilacién de proteinas blanco, entre ellas los factores de transcripcion TEC1 y
TEC2, promoviendo el contenido y la actividad mitocondrial, que a su vez
promoveria la sintesis de factores toéxicos como la rizoferrina, el crecimiento de tipo
hifal y en ultima instancia la virulencia (Patifio-Medina et al., 2025). Uno de los
escenarios que ademas podria estar sucediendo, es que el dimero GB1-GY1 pueda
estar involucrado de alguna manera en la regulacion positiva de la sintesis de
rizoferrina, algo similar a lo que se ha descrito para A. fumigatus, para el cual se ha
demostrado que un dimero de tipo GB-GY es necesario para la sintesis de gliotoxina
(Shin et al., 2009). Ademas de la percepcidn de sefiales extracelulares de calcio a
través de GPCR acoplados a proteinas G heterotriméricas, M. lusitanicus podria
estar regulando la homeostasis de calcio a través de canales de calcio de alta
afinidad (HACS), lo cual podria ser posible, ya que encontramos que su genoma
cuenta con los genes necesarios para la expresion de las proteinas Cch1 y Mid1
necesarias para la formacion de estos canales, que a su vez, permitirian la entrada
de calcio extracelular, el cual una vez en el citoplasma y alcanzando las
concentraciones suficientes por ejemplo, podria estar activando a la calcineurina
(Liu et al., 2015a) para regular a sus proteinas blanco, una de las cuales a su vez
podria ser la represion de los mismos HACS, para evitar el ingreso en exceso de
este ion que podria ser perjudicial para la célula (Zhao et al., 2013). Por otro lado,
tampoco descartamos la posibilidad de que el dimero GB1-GY1 pueda estar
regulando positivamente la entrada de calcio a través de su union directa con
canales de calcio de alta afinidad (HACS) en la membrana plasmatica (Currie,
2010). Asi mismo, el calcio extracelular podria estar estimulando directamente a
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enzimas ubicadas en la matriz mitocondrial como la a-cetoglutarato deshidrogenasa
(KGDH) y/o a la a-isocitrato deshidrogenasa, asi como indirectamente a la piruvato
deshidrogenasa (PDH) a través de la calcineurina para estimular el ciclo de Krebs,
lo cual a su vez promoveria un aumento en la actividad mitocondrial (Carafoli, 2010),
generando mas ATP aprovechado en el crecimiento micelial y la sintesis de
rizoferrina. A la fecha también se desconoce la forma en que la rizoferrina puede
almacenary transportar hierro dentro y fuera de la célula, lo que podria ser explicado
con algo similar a lo que se ha descrito para S. cerevisiae, en el que las
manoproteinas Fit1p, Fit2p y Fit3p de la pared celular unen cantidades importantes
de sideroforos (Philpott, 2006), si Mucor spp. posee estas proteinas podria tener un
mecanismo similar, y posiblemente la extraccion fisica de estas moléculas mediante
soluciones acuosas de CaClz (Rai et al., 2020) pueda explicar el porqué del aumento

de la toxicidad de los sobrenadantes tratados con calcio.
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XI. CONCLUSION

Las subunidades Gpb1y Gpg1 de M. lusitanicus son indispensables en la respuesta
a las senales extracelulares de calcio. A su vez, este ion demostrd ser esencial en
procesos bioldgicos relacionados con el metabolismo oxidativo mitocondrial como
el crecimiento, la respiracion celular y la virulencia, aumentandolos a
concentraciones en el rango milimolar. Es probable que ambas subunidades
puedan formar un dimero GBY para la regulacion de estos procesos bioldgicos
probablemente a través de la represion de la via AMPc-PKA. Nuestros resultados
muestran la importancia de seguir investigando a los elementos implicados en la
homeostasis de calcio en este mucoral, entre los que se encuentran la generacién
de mutantes en canales de calcio de alta afinidad (HACS), asi como la investigacién

y el desarrollo de terapias farmacologicas dirigidas a estos elementos.
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