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RESUMEN 

 

Las proteínas Gα heterotriméricas median la transducción de señales que regulan diversos 

procesos del desarrollo de los hongos y de la repuesta a estrés ambiental.  A. chrysogenum, 

es el productor de uno de los antibióticos más comercializados en el mundo, la cefalospo-

rina C, y del que poco se conoce sobre sus rutas de señalización, y de su respuesta a condi-

ciones de estrés, por lo que se construyeron alelos que dan una señal constitutivamente ac-

tiva de la proteína Gα del subgrupo 1, los alelos aga1G42R y aga1Q204L.  Para cada alelo se 

obtuvieron colonias que fueron expuestas a diversos agentes, (KCl, NaCl y Glicerina al 

0,5M y 1M; H2O2 50mM y 100mM), se usó la cepa silvestre como control.  Los resultados 

obtenidos se analizaron con pruebas no paramétricas, y sugieren que la proteína Gα hetero-

trimérica regula negativamente la tolerancia a ambientes hiperosmóticos y oxidativos, ha-

ciendo más sensible al hongo a los factores de estrés, lo cual se refleja en la disminución de 

la tasa de extensión radial. La respuesta a estrés lumínico bajo luz constante, y fotoperiodo 

12horas Luz/12 oscuridad, no mostró alteración significativa sobre la tasa de crecimiento e 

indica una posible ausencia de ritmo circadiano en A chrysogenum. 

 

Palabras Clave: GTPasa heterotrimérica, Subunidad Gα, Acremonium chrysogenum, ex-

tensión hifal, estrés fisiológico.  



 

 

1.  INTRODUCCIÓN 

 

Las condiciones medio ambientales generan estímulos que influyen en el comporta-

miento y respuesta de los seres vivos, la forma en que son transmitidas estas señales cum-

plen un papel fundamental en el ambiente intracelular, permitiendo generar respuestas ne-

cesarias para la supervivencia.  Entre las rutas de señalización celular de mayor interés se 

encuentran aquellas mediadas por las proteínas G heterotriméricas (Proteínas G) que se en-

cuentran conservadas evolutivamente (Milligan & Kostenis, 2006) desde bacterias hasta 

mamíferos y participan en la regulación de diversos procesos celulares., Jančič et al., 2016  

 

La señalización de las proteínas G está comúnmente involucrada en el crecimiento y 

la diferenciación de las células eucariotas   (Fang & Dean, 2000). Estas actúan como trans-

ductores de las señales, se localizan en la superficie interna de la membrana celular (Liu & 

Dean, 1997) y están acoplados a receptores transmembranales que recogen los estímulos 

del exterior celular como los receptores GPCR (G-Protein-Coupled Receptor) o heptaheli-

coidales (7-TM)  (Wal, et al., 1995; Nichols, et al., 2013; Seibt, et al., 2013) 

 

Las proteínas G heterotriméricas son un complejo proteico formado por tres subuni-

dades: Gα, Gβ y Gγ. Gα mantiene unido GDP, mientras que Gβγ forma un dímero que al 

estar unido a las Gα las mantiene inactivas y ancladas a la parte interna de la membrana 

plasmática, una vez son activadas por los receptores de membrana, se separa la subunidad 

Gα que intercambia GDP por GTP y el dímero Gβ-γ, los cuales activan efectores en las ru-

tas de señalización celular (Cabrera, et al., 2003; García, et al., 2017a; Liu & Dean, 1997; 

Zuber, et al., 2002). 

 

La forma en la que la proteína G opera al interior celular en hongos filamentosos no 

ha sido dilucidada, las investigaciones existentes han permitido establecer que participa en 

procesos de desarrollo vegetativo, conidiación, germinación conidial, reproducción sexual, 

respuesta a estrés físico y químico, biosíntesis de metabolitos secundarios, entre otros, sin 

conocerse totalmente los efectos de la señal emitida por estas proteínas, pues presentan un 

efecto pleiotrópico no dilucidado totalmente.  



 

 

 

La participación de las proteínas G ha sido estudiada a partir de disrupciones, dele-

ciones y mutagénesis sitio dirigidas que conducen a señales dominantes constitutivamente 

activas e inactivas, con las cuales se han observado diferentes efectos sobre el desarrollo 

fúngico 

 

Acremonium chrysogenum desde su descubrimiento por Brotzu en 1948, ha desper-

tado especial interés biotecnológico debido a su producción de metabolitos secundarios, prin-

cipalmente de Cefalosporina C, un antibiótico de amplio espectro, empleado bastamente en 

el control de diversas enfermedades, siendo un antibiótico de gran impacto económico. 

 

Dado que la Subunidad Gα del grupo I ha sido asociada a la biosíntesis de metaboli-

tos secundarios, esta investigación analiza el papel de la subunidad Gα del grupo 1 de A. 

chrysogenum en la respuesta a diferentes condiciones de estrés a través de la conversión de 

glicina 42 a arginina y de glutamina 204 a lisina en el gen aga1 codificante de esta subuni-

dad. 

 

 

  



 

 

2.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION 

 

Los hongos filamentosos, entre otras cosas, han sido reconocidos por su capacidad 

metabólica para producir una amplia diversidad de enzimas y metabolitos de interés indus-

trial, medioambiental y clínico (Elader, et al., 2003; Foz. & Howlett, 2008; Bloemendal, et 

al., 2014). Por este motivo, en la clase Sordariomycetes, destaca Acremonium chrysogenum, 

ya que se trata del hongo que produce naturalmente cefalosporina C, antibiótico beta-lactá-

mico de amplio espectro, catalogado como un antimicrobiano de importancia crítica para la 

salud humana, por la OMS y para la sanidad animal por la OIE. La continua demanda de 

antibióticos ha generado un mercado global, donde los antibióticos β-lactámicos son los fár-

macos más utilizados con una facturación anual estimada en 22 billones de dólares, donde se 

estima que el 50% corresponde a derivados de Cefalosporina C (Demain, 2009).  

 

En los hongos filamentosos, se ha encontrado una relación estrecha entre el metabo-

lismo secundario y la morfogénesis, en los cuales se han descrito varios reguladores globales 

para ambos procesos (Calvo, et al., 2002; Hoff, et al., 2005). Tal es el caso del complejo 

Velvet que en Aspergillus nidulans y Penicillium chrysogenum regula tanto la conidiación 

como la producción de antibiótico (Kopke, 2013). Papel que parece conservarse en A. chry-

sogenum, en el que AcVEA (además de regular la expresión de los genes de la ruta biosinté-

tica) también está involucrada en la fragmentación hifal, proceso activo del desarrollo en la 

diferenciación de A. chrysogenum que resulta en la formación de células esféricas llamadas 

artrosporas (Dreyer, et al., 2007).  

 

Tomando en cuenta este vínculo entre la morfogénesis y el metabolismo secundario, 

existe claramente un contraste en la investigación en torno a A. chrysogenum, ya que mientras 

que la ruta biosintética de las cefalosporinas ha sido ampliamente estudiada, los procesos de 

desarrollo biológico de A. chrysogenum y los mecanismos reguladores de sus características 

morfofisiológicas apenas han sido abordados.  Lo anterior adquiere una mayor relevancia si 

se considera que se han reportado que algunas de estas características se relacionan con los 

niveles de producción del antibiótico en este hongo (Yu, et al., 1990). Esta situación ha con-



 

 

llevado a la necesidad de estudiar este hongo a nivel básico y molecular, para lo cual recien-

temente se han optimizado metodologías que permiten la manipulación y estudio genético 

del mismo (Bloemendal, et al., 2014). 

 

A parte del poco conocimiento que se tiene sobre la morfofisiología del hongo, se 

requiere determinar su tolerancia a diferentes condiciones de estrés, las cuales están determi-

nadas por los distintos factores abióticos que pueden presentarse durante el cultivo del hongo 

en medio sólido y líquido (fermentaciones). 

 

Los cambios morfológicos del micelio durante las fermentaciones y dependiendo de 

las condiciones de operación han sido clasificados como: la forma dispersa y la forma de 

pellet (Sandor, et al. 2011); siendo ambas formas determinantes en la producción de cefalos-

porina C, así como la presencia de diversas fuentes de carbono, la fuente de nitrógeno, la 

cantidad de oxígeno disuelto y el tiempo de la fermentación, incluso para procesos de pro-

ducción por fermentación en estado sólido (Raju, et al., 2012), dado que pasadas 48 horas de 

cultivo se presentan fenómenos de fragmentación hifal o artrosporación, siendo la formación 

de agregados miceliales un indicador visual de este fenómeno que conduce a un disminución 

gradual en la producción de Cefalosporina C (Sandor, et al., 2011). 

 

A su vez los mecanismos fisiológicos, pueden verse afectados por el reloj biológico 

intrínseco del hongo el cual es inherente al movimiento rotacional de la tierra, derivando en 

ciclos circadianos dependientes de luz (Ramsdale, 2001), en los que participan proteínas ca-

paces de detectar la luz y de activar señales de respuesta fisiológica y morfológica (Avalos, 

et al., 2010).  Estas formas de reacción frente a los estímulos ambientales son reguladas por 

la transducción de señales, y pueden ser determinadas a fin de describir los mecanismos de 

tolerancia frente a las condiciones medioambientales que le resulten adversas (Ferreira, et al., 

2007), su dilucidación permite mantener su integridad y funcionabilidad en los procesos de 

manipulación in vitro y a gran escala. 

 



 

 

El desarrollo morfofisiológico en hongos filamentosos es coordinado y retroalimen-

tado por diferentes vías de señalización que son activadas por agentes extracelulares y regu-

ladas internamente a partir de la transducción de señales.  

 

Este trabajo se enfoca en la señalización mediada por proteínas G, una de las rutas de 

señalización más universal y que tiene injerencia tanto sobre la morfología, como en el me-

tabolismo secundario de los hongos filamentosos; particularmente sobre el papel que desem-

peña la subunidad alfa de la proteína G heterotrimérica (Gα), la cual se ha reportado como el 

componente más activo e importante de esta ruta de señalización (Li, et al., 2007).  

 

Con la dilucidación del efecto de la Gα, se pretende dar los primeros pasos en la 

descripción del mecanismo regulador de las características morfológicas asociadas al esta-

blecimiento y crecimiento de A. chrysogenum, así como el papel de esta ruta en la respuesta 

del hongo a diferentes condiciones de estrés. 

 

 

3.  MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE  

 

El ciclo de vida de los hongos filamentosos se caracteriza por el desarrollo de dos 

fases, la primera, una fase somática o vegetativa, encargada principalmente de la actividad 

trófica, y la segunda, una fase reproductiva.  La fase somática corresponde a las células no 

reproductivas, que debido a su actividad trófica están relacionadas a la producción de enzi-

mas extracelulares que permiten realizar la digestión de nutrientes para luego ser absorbidos.   

 

 

3.1 Ciclo de Vida Asexual. 

 

En Ascomycetos, la esporulación asexual es la forma de reproducción más común y 

más fácil de observar macroscópicamente, por la pigmentación característica que se produce 

durante la conidiogénesis (Adams, et al., 1998); ésta fase inicia con la germinación de una 



 

 

espora, generada mitóticamente (conidiospora) en el conidióforo. Los conidios son las es-

tructuras mayormente producidas por los hongos filamentosos y constituyen estructuras de 

resistencia al estrés mediante el almacenamiento de azucares y polioles, que confieren tole-

rancia a diversas condiciones ambientales (Hagiwara, et al., 2014) afectando las característi-

cas morfogenéticas del hongo (Xu, & Mitchell, 2012.). 

 

La germinación conidial incluye tres etapas: activación, crecimiento isotrópico y cre-

cimiento polarizado. La activación se da como respuesta a algún estimulo ambiental, los 

principales factores que influyen en la activación son: la disponibilidad de agua, la relación 

oxigeno/dióxido de carbono, la disponibilidad de nutrientes (generalmente azúcares de bajo 

peso molecular) y/o la concentración de sales inorgánicas.  

 

 El conjunto de estos factores propicia un incremento de la actividad metabólica ca-

racterística del crecimiento isotrópico, en el cual se observa un aumento de tamaño de la 

espora por absorción de agua y producción de pared celular.  La formación de depósitos de 

pared celular en un determinado punto de la espora, indica la transición del crecimiento iso-

trópico al crecimiento polarizado donde se forma el tubo germinal (d’Enfert, 1997). 

 

Cuando el tubo germinal alcanza un ancho equivalente al largo, se demarca el límite 

entre la germinación y el crecimiento vegetativo (d’Enfert, 1997), caracterizado por la elon-

gación del tubo germinal que posteriormente se ramifica formando una red ordenada y orga-

nizada coherentemente en función de la distribución de energía, existiendo un proceso de 

auto-integración del micelio que permite reducir o minimizar el costo energético y opera 

mediante la fusión de los bordes entre hifas o anastomosis  

 

El proceso puede ocurrir entre hifas individuales y entre agregados hifales, convir-

tiendo al sistema ramificado del hongo en una red de trabajo de mayor resistencia, que per-

mite amplificar la escala organizacional del micelio, y permite distribuir mejor los recursos, 

que conducen a la formación de sitios específicos para el desarrollo de estructuras reproduc-

toras. (Rayner, et al., en Gow, et al., 1999) Este tipo de crecimiento, en un sustrato sólido, 

forma una colonia con simetría radial, que se expande indefinidamente a una tasa constante, 



 

 

en ausencia de limitantes; el crecimiento hifal sigue un modelo de polarización por extensión 

apical (Trinci, 1971), donde el control molecular del crecimiento hifal, de la formación de la 

colonia, así como los factores que gobiernan la diferenciación celular permanece aún por 

caracterizar. (Engh, et al., 2010; Jeraj, et al., 2012)  

 

El micelio contiene varias células que interactúan y juegan distintos papeles en la 

adquisición de nutrientes desde el ambiente, alcanzando un estado de desarrollo que le per-

mita formar estructuras reproductivas especializadas, la exposición a condiciones ambienta-

les claves estimulan la formación del denominado micelio aéreo (Springer, & Yanofsky, 

1989), caracterizado por hifas que se levantan del sustrato, y  pueden diferenciarse en coni-

dióforos a medida que se extiende el micelio, los conidióforos más antiguos quedan hacia el 

centro de la colonia, formándose nuevos conidióforos hacia el margen de la colonia (Adams, 

et al., 1998; Moore, 1996).  El proceso involucrado en la conidiación incluye una regulación 

génica temporal y espacial, especialización celular y comunicación intracelular (Adams, et 

al., 1998); mediante cascadas de reacciones activadas por estímulos ambientales e intracelu-

lares en los que participan proteínas intermediarias activadores de efectores que generan una 

respuesta celular o supresora de la señal. 

 

 

Figura 1  A. Ciclo de vida asexual de A. chrysogenum. Una colonia se origina vegetativamente de un núcleo hifal sen-

cillo o a través de la germinación de un conidio; luego se forma el micelio, desarrolla conidióforos sobre células espe-

cializadas, los conidióforos llegan a ser competentes para producir esporas.  B. Colonia consistente de micelio vegeta-

tivo en crecimiento, y estructuras especializadas de reproducción asexual o conidióforos de los que derivan conidios o 

esporas asexuales (esquema correspondiente a observaciones microscópicas y estereoscópicas). 

 

 



 

 

3.2 La Colonia Fúngica y Su Auto-Integración 

 

La auto-integración está acompañada de una reducción de la permeabilidad y un in-

cremento del aislamiento del sistema, que resulta en la producción de estructuras de supervi-

vencia (esporas, esclerocios etc.) y estructuras con funciones exploratorias; los bordes de las 

hifas se sellan lateralmente formando un canal, manteniendo su borde apical deformable y 

habilitado para responder a estímulos direccionales y desempeñar funciones tróficas, condi-

ción que incrementa la eficiencia energética de cualquier sistema distributivo, en el que tam-

bién ocurre redistribución de recursos, esta redistribución puede conducir a la compartimen-

talización de segmentos hifales (Moore, 1996) y al transporte de recursos desde sitios dege-

nerativos a sitios generativos, proceso observado durante la autolisis o auto-parasitismo 

(Rayner, et al., en Gow, et al., 1999).  

 

 

3.3 Transducción de Señales: Proteínas G Heterotriméricas Intermediarios Molecula-

res de la Señalización Celular 

 

El normal desarrollo morfogenético de los hongos filamentosos está asociado a las 

proteínas G heterotriméricas de las células eucariotas (Anantharaman, et al., 2011), desem-

peñándose como intermediarios entre los receptores y los efectores en las vías de señalización 

celular, permitiendo que las células den respuesta a estímulos ambientales.  Estas proteínas 

G heterotriméricas, se caracterizan por su capacidad para unirse a nucleótidos de Guanina 

(Turner, & Borkovich, 1993; Friedman, et al., 2009) actuando como interruptores, activando 

o desactivando la señal en diversas rutas de señalización (Lambrigth, et al., 1994; Wall, et 

al., 1995; Li, et al., 1997). 

 

Las proteínas G heterotriméricas están conformadas por tres subunidades; α, β, γ, que 

unidas se mantienen inactivas y ancladas a la parte interna de la membrana plasmática (Liu 

& Dean, 1997), la subunidad α mantiene unido GDP (Wall, et al., 1995; Truesdell, et al., 



 

 

2000).  La recepción de una señal (ligando) por receptores transmenbranales heptahelicoida-

les (7-TM) o GPCR (Wal, et al., 1995; Nichols, et al., 2013; Seibt, et al., 2013), desencadenan 

la separación de la subunidad Gα del dímero Gβγ.  

 

La disociación de la Gα se logra por su alta afinidad por GTP, intercambiando GDP 

por GTP, quedando libre Gα+GTP y el dímero Gβγ para activar efectores específicos down 

y upstream, además de segundos mensajeros de las vías de señalización (Wall, et al., 1995; 

Nance, M. et al., 2013), siendo responsable de la interacción específica entre el receptor y el 

efector, generando cambios en la fisiología celular (Turner & Borkovich, 1993; Baltoumas, 

et al., 2013). La inactivación de la subunidad α ocurre cuando el GTP es hidrolizado a GDP, 

por interacción con el dímero Gβγ y con sus receptores (Liu, & Dean, 1997) los cuales actúan 

como estabilizadores de la proteína G (Truesdell, et al., 2000). 

 

Varios investigadores han encontrado que las proteínas G, especialmente las subuni-

dades alfa (Gα), participan en distintos procesos fisiológicos de organismos eucariotas (Ross, 

& Wilkie, 2000), particularmente en hongos filamentosos han observado que regulan el tra-

fico vesicular a través del aparato de Golgi (Jamora, et al., 1997) intervienen en la regulación 

de los canales de iones como los canales de calcio Ca+2 importantes en la proliferación celular 

(Turner & Borkovich, 1993; Jain, et al., 2005), regulan la concentración de segundos mensa-

jeros como el AMPc por inhibición o activación de la adenilato ciclasa (Liu, & Dean, 1997; 

Omero, et al., 1999; Lafon, et al., 2006; Poli, et al., 2009; Engh, et al., 2010; Hu, et al., 2013; 

Kaneko, et al., 2013) y las proteínas cinasas activadas por mitógenos, MPAKs (Peeters, et 

al., 2007; Borges, & Walmsley, 2000). 

 

La Gα intervienen en la regulación de la producción de enzimas, micotoxinas, y otros 

metabolitos secundarios (Reithner, et al., 2005; García, et al., 2011;Tish, et al., 2011; Gruber, 

et al., 2012; Degani, 2013; Gummer, et al., 2013), biosíntesis de enzimas degradadoras de 

polisacáridos y producción de factores de virulencia, determinantes del grado de patogenici-

dad o avirulencia (Choi, et al., 1995; Omero, et al., 1999; Truesdell, et al., 2000; Gronover, 

et al., 2001; Prados, et al., 2006; Tan, et al., 2009), la capacidad para adherirse e invadir al 



 

 

huésped, interviniendo en la no formación de apresorios o desarrollo anormal de los mismos 

(Liu y Dean, 1997) 

 

Adicionalmente, participan en los mecanismos de recepción de estímulos externos, 

como la repuesta sexual frente al apareamiento (Horwitz, et al., 1999) y la percepción de 

feromonas (Yu, et al., 1996, 2006; Liu & Dean, 1997; Omero, et al., 1999), sensibilidad a 

fuentes de carbono (Harashima, et al., 2002; Yu, et al., 2006), y de respuesta a estrés ambien-

tal y fisiológico (García, et al., 2009, 2011; Nguyen, et al., 2012; Degani, 2013).  

 

También se han referenciado cambios a nivel morfológico durante el crecimiento ve-

getativo, grado de pigmentación y utilización de fuentes de Nitrógeno (Gummer, et al 2013;), 

desarrollo de estructuras reproductivas como conidióforos y cuerpos fructíferos (Han, et al 

2008; Yang, et al., 2012), producción de esporas asexuales y sexuales maduras, viabilidad 

celular y capacidad germinativa de las esporas, efecto que altera la cinética del crecimiento 

de los hongos filamentosos (Delgado, et al., 2005; García, et al., 2007; Tzima, et al., 2012; 

Degani, 2013). 

 

Entre los hongos filamentosos caracterizados, la mayoría presenta tres grupos de 

subunidad α de las proteínas G, siendo de interés para esta investigación, las subunidades α 

del grupo I, las cuales son altamente conservadas entre los hongos filamentosos y se les ha 

reconocido como un regulador de múltiples rutas de señalización. 

 

 

3.3.1 Subunidad Gα del grupo 1  

 

La subunidad Gα del grupo I, fue identificada en el hongo Neurospora crassa, deno-

minada GNA-1, y guarda un 55% de identidad con las proteínas G heterotriméricas de ma-

míferos, se caracteriza por una secuencia consenso para miristolación (MGXXXS) en el ex-

tremo amino terminal, un sitio de ADP-ribosilación por la toxina Pertussis (CAAX) en el 

extremo carboxilo terminal, la cual interviene ampliamente en diversas rutas de la señaliza-

ción celular (Turner & Borkovich, 1993). Su estudio en ascomycetes refleja una participación 



 

 

activa de la Gα en el desarrollo morfológico y las rutas metabólicas de estos hongos filamen-

tosos. En la tabla1 se resume el papel funcional en el que participa la subunidad Gα en orga-

nismos ascomicetes considerados como modelos fúngicos. 

 

Tabla 1  Subunidad Gα heterotrimérica de ascomicetos considerados como organismos modelo y su efecto 

sobre el desarrollo morfológico 

 Especie fúngica 

Tipo de 

subunidad 

Gα: gen 

Efecto sobre: 

Referencia Germinación 

conidial 

Creci-

miento ve-

getativo 

Conidia-

ción 

1. Aspergillus nidulans GαI: fadA n.d. + − 

Yu, et al., 

1996 

Lafon, et al 

2006 

2. 
Cryphonectria parasí-

tica 
GαI: cpg-1 n.d. ¿? − 

Segers, y 

Nuss, 2003 

Choi, et al., 

1995 

3 Fusarium oxysporum GαI: fga1 n.d. + + 
Jain, et al., 

2005 

4 Magnaporthe grisea GαI: magB n.d. + + 
Liu, & 

Dean, 1997 

5 Neurospora crassa GαI: gna1 + + − 

Turner, & 

Borkovich, 

1993 

6 
Penicillium chrysoge-

num 
GαI: pga1 + + − 

García, et 

al., 2011. 

7 
Trichoderma reesei 

(Hypocrea jecorina) 
GαI: gna1 + ¿? − 

Seibel, et 

al., 2009. 

Tish, et al., 

2011 

Gruber, et 

al., 2012 

(*): Se usó el gen heterólogo de un hongo relativo, no se describió el gen homólogo. 

(+): Efecto positive de la subunidad 

(-): Efecto negativo de la subunidad 

(?): Efecto contradictorio o no claro 

None: La una subunidad no produce efecto sobre la característica analizada 

n.d.: No determinado 

 

3.4 Transducción de Señales Reguladoras de las Respuestas a Estrés Ambiental. 

 

En ambientes naturales, el ciclo de vida de los hongos filamentosos es afectado por 

distintos factores abióticos y bióticos, los cuales se presentan en gradientes o como depósitos 

puntuales, debido a la heterogeneidad del hábitat donde se desarrollan.   

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los factores bióticos ejercen presión sobre el desarrollo a medida que el hongo inter-

actúa con otras especies, mientras que los factores abióticos mantienen un efecto que se ve 

reflejado en el desarrollo del hongo a distintas escalas temporales con determinada regulari-

dad (Ramsdale, et al., 2001), emitiendo una respuesta mediante ajustes en el metabolismo o 

cambios morfológicos (Xu & Mitchell, 2012) que le permitan superar la adversidad de una 

condición ambiental o tomar ventaja de las condiciones favorables (Lee, et al 2006; Rangel, 

et al 2008).), siendo la plasticidad fenotípica una respuesta específica a un ambiente deter-

minado o a una condición nutricional (Rangel, et al 2008).   

 

Las respuestas emitidas frente a una condición ambiental se han visto mediadas por 

las proteínas G heterotriméricas, mediante la activación de elicitores o efectores, viéndose 

reflejado su efecto en cambios metabólicos (metabolismo de trehalosa, polioles etc.) y en la 

morfología del hongo, como lo son la producción de conidios, tasa de germinación conidial, 

extensión radial, formación de estructuras de resistencia entre otros. 

Sistema Fúngico 

Receptores de Membrana 

Activación de Efectores 

Factores bióti-

cos y abióticos 

Biosíntesis de Metabolitos 
 Secundarios 

Alteraciones 
Morfológicas 

Figura 2 Proceso de respuesta de los sistemas fúngicos a condiciones ambientales mediado por proteínas G hetero-

triméricas. 



 

 

 

 

3.4.1 Estrés lumínico 

 

Los hongos filamentosos presentan sensibilidad a la radiación lumínica que induce a 

respuestas de activación o inactivación a través de la transducción de señales. Los hongos 

responden a un amplio espectro de luz donde los efectos más notorios sobre su crecimiento, 

morfología y metabolismo, se observan cuando son expuestos a luz azul y a la luz roja (Atoui, 

et al., 2010).  Las respuestas aparecen como un mecanismo para anticipar los cambios am-

bientales que ocurren a una escala temporal regular, permitiéndole al hongo adaptarse, coor-

dinando actividades metabólicas y modificaciones en su desarrollo para evitar daños.  

 

La sensibilidad a la luz ha sido observada en hongos como Neurospora crassa, As-

pergilus nidulas, Fusarium sp, entre otros, en los que se presentan modificaciones metabóli-

cas, que incluso afectan la biosíntesis de productos naturales y de metabolitos secundarios 

como los antibióticos, muchas de las fotorespuestas favorecen la producción de pigmentos 

terpenoides hidrofóbicos como los carotenos y sus derivados, micotoxinas, etc. (Atoui, et al., 

2010; García-Cela, et al., 2015). 

 

A nivel morfológico el efecto sobre el crecimiento, la esporulación y la germinación 

de las esporas (Lokhandwala, et al., 2015), es dependiente del tiempo y la longitud de onda 

a la que se expone el hongo, debido a que las radiaciones de longitud de onda corta (200-240 

nm), son más deletéreas para los sistemas biológicos porque acarrean más energía por fotón 

que las longitudes de onda largas (García-Cela, et al 2015) causando daño al ADN y estrés 

oxidativo (Lokhandwala, et al., 2015) 

 

Los cambios de ritmo lumínico al que están sujetos diversos organismos, son inhe-

rentes al movimiento rotacional de la Tierra, que marca un periodo de 12 horas Luz/ 12 horas 

oscuridad (ritmo circadiano de 24 horas), para lo cual diversos organismos han desarrollado 

su propio Reloj Biológico, el cual puede ser reiniciado por un estímulo externo o inducido 

por cambios recurrentes en el estímulo ambiental (Ramsdale, 2001).  



 

 

 

La adaptación de los hongos para optimizar la regulación de este recurso energético, 

incluye un mecanismo de respuesta que se ha descrito ampliamente en Neurospora crassa, 

cuyo efecto se ve reflejado en la esporulación asexual, visible como una serie de bandas 

alternas de elevada esporulación e interbandas de esporulación limitada, formando zonas 

concéntricas sobre la superficie del medio sólido en que se expande el micelio en crecimiento, 

siendo la Luz un factor controlador de la esporulación asexual. 

 

El mecanismo de respuesta a la luz, comprende tres componentes, una ruta de entrada 

(detección de la luz azul por los productos de los genes White collar-1 y 2) encargada de 

recibir la señal ambiental externa hacia el reloj, un sistema oscilatorio central (conformado 

por el producto de siete genes, principalmente por las proteínas FRQ, codificadas por el gen 

frq) que genera un periodo intrínseco, y una ruta de salida (factores de transcripción interrup-

tores de la expresión de frq y wc1/2, regulados por el gen ccg2 que a su vez es regulado por 

tres rutas independientes: una dependiente de luz, otra de la condición nutricional y otra de 

la hora) que retransmite la información de la hora del día del oscilador a la célula (Ramsdale, 

2001). 

 

La foto-adaptación de regulación a la luz azul es facilitado por las proteínas fúngicas 

LOV (light-oxigen voltaje), subclase de la familia con dominio PAS (Period ARNT single-

minded) cuya interacción resulta en un módulo sensorial que acopla a un factor de reconoci-

miento al químico de activación de la señal de transducción.  

 

En los dominios LOV, la activación fotoquímica y los cambios estructurales están 

bien caracterizados como fototropinas VVD (vivid descrita en Neurospora crassa) y proteí-

nas de estrés en bacterias. La activación por acción de la luz azul es reversible en oscuridad, 

donde los eventos de señalización son sensibles a un amplio rango de influencias ambientales 

y permite la adaptación a niveles altos de luz azul, determinando la capacidad de respuesta o 

sensibilidad a los estímulos ambientales (sensibilidad a compuestos orgánicos, estrés oxida-

tivo etc.) (Lokhandwala, et al., 2015). 

 



 

 

 

3.4.2 Estrés Oxidativo 

 

La respuesta al estrés oxidativo y el metabolismo secundario han sido considerados 

como procesos integrados, donde el metabolismo secundario es frecuentemente inducido 

como una respuesta celular al estrés oxidativo (Amare & Keller, 2014), el estrés oxidativo 

causa cambios sustanciales en las biomoléculas (proteínas, lípidos y ADN) con subsecuente 

inactivación de sus funciones (Acevedo, et al., 2014) 

 

El exceso de peróxido de hidrogeno perturba la homeostasis y causa estrés oxidativo, 

así se induce un proceso de afinamiento adaptativo y de activación de mecanismos protecto-

res (Diezman, 2014), que se refleja en modificaciones del metabolismo secundario, por ejem-

plo: un incremento en la concentración- de cationes Cu+2 en el medio de crecimiento, altera 

la biosíntesis de metabolitos secundarios en Penicillium verrucosum de ocratoxina a citrinina, 

(Schmidth, et al., 2015). 

 

Se ha encontrado que la primera línea de defensa frente al estrés oxidativo es la en-

zima superoxido dismutasa (SOD), la cual toma el superoxido, una forma especie reactiva al 

oxigeno ROS (por su nombre en inglés Reactive Oxygen Species) perjudicial y la convierte 

a peróxido de hidrogeno otra forma ROS, sobre la que actúan la catalasa y peroxidasa prote-

giendo a la célula mediante la degradación del peróxido a oxígeno y agua; las mitocondrias 

fúngicas contienen una enzima constitutiva oxidasa alternativa (AO), que reduce oxígeno a 

agua por aceptación de electrones directamente del ubiquinol (Uribe y Khachatourians, 

2008). Una vez en la célula, estas enzimas limitan los niveles de ROS y minimizan su daño. 

 

Dado que durante la biosíntesis de cefalosporina C se han identificado pasos donde 

se consume oxígeno, siendo el oxígeno disuelto uno de los factores de mayor efecto sobre la 

producción de cefalosporina (Liu, et al., 2013) es importante evaluar la capacidad de A. chry-

sogenum para soportar distintos niveles de estrés oxidativo, en el que media el sistema tiore-

doxina reductasa codificado por el gen ActrxR1 descrito en A. chrysogenum, el cual es usado 



 

 

como defensa contra el estrés oxidativo, cuya disrupción afecta la diferenciación morfológica 

probablemente debido a cambios en la homeostasis de compuestos redox (Liu, et al., 2013) 

 

 

3.4.3 Estrés Osmótico 

 

La osmolaridad externa en un rango mayor a la fisiológica, es uno de los factores 

ambientales que pueden no solo afectar el ciclo de vida de los hongos filamentosos sino in-

cluso conducirlos a la muerte.  Está condición deriva en estrés hiperosmótico, el cual activa 

un mecanismo celular protector mediante la movilización de solutos compatibles, que con-

duce a su acumulación.  Los solutos compatibles son sustancias orgánicas de bajo peso mo-

lecular, altamente solubles, como azúcares, polioles y aminoácidos, empleados por el hongo 

para balancear la osmolaridad (Boudreau, et al., 2013), previniendo la perdida de agua (Du-

ran, et al., 2010). 

 

Entre las rutas de señalización celular vinculadas al estrés osmótico se ha encontrado 

un osmosensor denominado para el organismo modelo Neurospora crassa OS-1 (osmosensor 

histidine kinase) y en Fusarium graminearum FgOs1, una proteína fosfotransferasa HPT-

1(histidine phosphotransfer protein) en N. crassa  y un mecanismo regulador de la osmolari-

dad en el que se encuentra la ruta de alta osmolaridad del glicerol o HOG (por sus siglas en 

inglés high osmolarity glicerol), relevante en la adaptación al estrés hiperosmótico en varios 

tipos de hongos (Jones, et al., 2007; McCormik, et al., 2012).   

 

La ruta HOG de respuesta al estrés, tiene implicaciones morfofisiológicas en hongos 

filamentosos como Aspergillus sp. a nivel de la pigmentación, tasa de crecimiento y germi-

nación, patogénesis, desarrollo sexual y asexual (Zhao, et al., 2007; Duran, et al., 2010).  De 

Igual forma participa en la osmoregulación, la ruta de señales de transducción de las MAPK 

en hongos como N. crassa (Ochiai, et al., 2007), proteínas cinasas que se ha visto tienen 

interacción con las proteínas G heterotriméricas (Li, et al., 2007).   

 



 

 

Estudiando Aspergillus sp como organismo modelo se ha identificado la presencia de 

genes responsables de sensibilidad a sales, como el sltA1 que confiere una actividad arginasa 

alterada, la arginasa es una enzima responsable del catabolismo de la arginina para producir 

ornitina y urea, y responde a fenómenos de estrés osmótico y oxidativo a través de la ruta 

HOG en la que intervienen procesos de fosforilación autónomos y mediados por MAPK qui-

nasas, conduciendo a la fosforilación de residuos de aminoácidos de diferentes enzimas fos-

fato dependientes, las cuales juegan un papel en los mecanismos de resistencia al estrés tanto 

osmótico como oxidativo (Duran, et al., 2010). 

 

Está capacidad de osmoadaptación es crucial en las rutas de biosíntesis de metaboli-

tos, siendo el estrés osmótico un factor crítico en la producción de enzimas de interés en 

fermentaciones industriales, también se ha encontrado que la presión osmótica determinada 

por concentraciones de NaCl conduce a alteraciones en las tasas de crecimiento (Ochiai, et 

al., 2007), modificaciones en el grado de plasmólisis y vacuolización hifal (Mahmoud, et al., 

2007), incremento en la producción y secreción de metabolitos como la glucosa oxidasa du-

rante la fermentación de Aspergillus niger; y aumento en la actividad glucoamilasa de A. 

oryzae  (Duran, et al., 2010),  

 

Metabolismo secundario en el que ubicuamente participan componentes de la trans-

ducción de señales que incluyen la ruta de señalización mediada por las proteínas cinasas A 

(PKA) y la subunidad Gα de las proteínas G, la ruta de señalización mediada por las subuni-

dades Gβγ y la ruta de señalización de las proteínas cinasas C (PKC) que median la localiza-

ción nuclear de un factor de transcripción (Ochiai, et al., 2007). 

 

  



 

 

4.  OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo General  

 

Estudiar el rol del gen aga1 en la respuesta a diferentes condiciones de estrés en el 

hongo filamentoso Acremonium chrysogenum.  

 

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

 Describir el efecto de la activación constitutiva de Aga1 sobre la conidiación y el 

crecimiento vegetativo. 

 

 Describir el efecto de gen aga1 sobre el crecimiento vegetativo en condiciones hi-

pertónicas. 

 

 Determinar la implicación de aga1 en la tolerancia a condiciones de estrés oxida-

tivo. 

 

 Describir el impacto que tiene el gen aga1 en el desarrollo hifal sometido a fotope-

riodicidad regular. 

  



 

 

5.  METODOS Y MATERIALES 

 

 

5.1 Microorganismos utilizados 

 

Para la realización de la presente investigación se emplearon varias cepas de microorganis-

mos, las cuales se describen a continuación. 

 

 

5.1.1 Cepas bacterianas  

 

Debido a la alta eficiencia de transformación, no patogenicidad y amplio uso en la 

manipulación de ADN, se empleó Escherichia coli DH5α para el proceso de clonación y 

selección de transformantes bacterianos.  La preparación de estas células ultra-competentes 

se realizó siguiendo lo descrito por Inoue y colaboradores. (1990) y Hengen (1996). 

 

 

5.1.2 Cepas fúngicas 

 

La cepa silvestre de Acremonium chrysogenum ATC11550 (Brotzu, 1948) se obtuvo 

en el Laboratorio de Genética y Metabolitos Secundarios de la Universidad Autónoma Me-

tropolitana unidad Iztapalapa. 

 

 

5.2 Medios de Cultivo  

 

Medio Luria-Bertani empleado para el crecimiento de E coli, ésta compuesto 

por: 

Bacto-Triptona 10 g  

Extracto de levadura 5 g  

NaCl 10 g  



 

 

Agua destilada 1 L  

pH 7.0  

Para medio sólido se añadió agar al 2 %.  

 

 

Medio CCM (medio complejo de cultivo) se empleó para el crecimiento y prue-

bas de estrés fisiológico de A. chrysogenum.  Sus componentes son: 

Sacarosa 3 g  

Medio TSB (Triptic Soy Broth) 5 g  

Extracto de carne (Difco) 1 g  

Extracto de levadura 1 g  

Glucosa 15 g  

NaCl 0.5 g  

K2HPO4 0.5 g  

MgSO4·7H2O 0.5 g  

FeSO4 0.018 g  

Agua destilada hasta 1 L  

pH 7.0  

Para medio sólido se añadió agar al 2 %.  

 

 

Medio TSB. Fue empleado durante la selección de los transformantes de A. 

chrysogenum. 

Peptona de caseína 10 g  

Peptona de soya 3 g  

Glucosa 2.5 g  

NaCl 6 g  

K2HPO4 2.5 g  

Agua destilada hasta 1 litro  

pH 7.0  

Para medio sólido se añadió agar 1.5% 



 

 

5.3 Conservación de las cepas bacterianas 

 

Las cepas de E. Coli para su crecimiento fueron cultivadas en medio Luria Bertani 

(LB) líquido a 37ºC durante 16 horas, una vez fueron transformadas el medio se suple-

mento con el marcador de selección, el antibiótico ampicilina.  

 

Algunos de los transformantes fueron conservados en un vial de polipropileno esté-

ril, conteniendo 1 ml de solución estéril (a 121ºC, 20min) constituida V/V por glicerol al 

40% y agua destilada a -20ºC 

 

 

5.4 Conservación de las cepas fúngicas 

 

Cada una de las cepas fueron recuperadas de los crioviales, mediante inoculación 

de10µl de material fúngico en agar CCM, e incubados a 26ºC por 15 días; luego de la revi-

talización, las cepas fueron sometidas a dos métodos de conservación: criopreservación y 

método alternativo de cultivo periódico. 

 

En el caso de las cepas con los alelos mutantes para el gen aga1 estos cultivos se 

mantuvieron en medio CCM suplementado con fleomicina.  Los procedimientos para evaluar 

la eficacia de los métodos de conservación se realizaron por duplicado y en cámara de flujo 

laminar para garantizar la ausencia de contaminantes. 

 

 

5.4.1 Criopreservación: 

 

Las cepas revitalizadas fueron sembradas en masivo sobre placas de agar CCM, prein-

cubadas a 26ºC en total oscuridad durante 2 días, para evitar contaminantes.  Las placas ino-

culadas fueron incubadas a 26ºC durante 7 días en total oscuridad, luego se sometieron a tres 

lavados consecutivos con 0,85% p/v de NaCl y agua destilada, la solución resultante fue 



 

 

colectada en un tubo de centrífuga de 15 ml y sometida a centrifugación a 4000 rpm por 10 

min. 

 

El pellet fue resuspendido en un vial de polipropileno estéril, conteniendo 1-3 ml de 

solución estéril (121ºC, 20min) constituida V/V por glicerol al 40% y agua destilada.  Los 

viales fueron sometidos a un proceso de congelación gradual y se almacenaron a una tempe-

ratura de -20ºC. 

 

La conservación de las cepas fue evaluada por descongelamiento de un vial que fue 

calentado en baño maría a 37ºC durante 15 min y se procedió a sembrar 10µl en medio de 

mantenimiento CCM suplementado con fleomicina. 

 

 

5.4.2 Cultivo Periódico 

 

El cultivo periódico fue realizado sobre medio agar CCM, esterilizado a 15lbs, 

121ºC por 15 min, servido en cajas Petri estériles.  Las placas de agar CCM fueron pre-in-

cubadas a 26ºC por 48 horas en total oscuridad antes de ser inoculadas.   

 

La inoculación se realizó por duplicado con asa recta previamente esterilizada, en 

otros casos se realizó una dispersión sobre la totalidad de la superficie del medio, posterior-

mente se incubaron las placas a 26ºC por 15 días. En el caso de los alelos mutantes se em-

pleó medio suplementado con el marcador de selección, el antibiótico fleomicina. 

 

 

5.4.3 Preparación del inóculo de A chrysogenum 

 

A partir de un cultivo en agar CCM de 7 días de desarrollo, el cual fue lavado tres 

veces consecutivamente, con 5ml de solución salina NaCl 0,85% p/v, y con ayuda de un asa 

curva se auxilió el desprendimiento del micelio del medio sólido.  El micelio fue depositado 

en un tubo para centrifugadora de 50ml, al que se adicionaron 20 ml de solución salina y 10-



 

 

15 perlas de vidrio de 4mm de diámetro, posteriormente fue macerado el micelio por vórtex 

hasta que se obtuvo una suspensión fúngica homogénea. 

 

La viabilidad de los fragmentos hifales se estimó mediante tinción con rojo neutro, 

para esto se tomó una alícuota de 100µl que fue centrifugada a 4000 rpm durante 10 min, el 

sobrenadante fue descartado y el micelio fue lavado dos veces con agua destilada estéril, y 

un tercer lavado se hizo con PBS, posteriormente el micelio fue resuspendido con 200µl de 

rojo neutro y la suspensión se incubó durante 1h a 26ºC.  La viabilidad de los fragmentos se 

contabilizó en cámara de Neubauer. (Fukuda, et al., 1996). 

 

La suspensión micelial fue sometida a diluciones sucesivas hasta obtener una concen-

tración de 1x106 fragmentos hifales viables ml-1, de la cual se tomaron 0.2µl que fueron de-

positados en el centro de la placa de medio agar CCM servido en cajas de Petri de 

90mmx15mm, previamente incubado, garantizando la misma concentración de inoculo para 

cada cepa objeto de estudio.   

 

La inoculación se realizó en la zona media de la placa Petri o microplacas según el 

caso, mediante punción con asa recta previamente esterilizada, los cultivos fueron incubados 

a 26ºC en total oscuridad y observados periódicamente cada 24 horas. 

 

 

5.5 Obtención de alelos mutantes y transformación de A. chrysogenum 

 

5.5.1 Plásmidos de clonación. 

 

 Plásmido pULC43.  De 4869 pb, del cual se obtuvo el gen de resistencia a 

fleomicina de Streptoalloteichus hindustanus expresado bajo el control de las regiones pro-

motoras del gen pcbC de P. chrysogenum (Figura 3). También presenta el terminador de la 

transcripción del gen cyc1 de S. cerevisiae y un gen de resistencia a cloranfenicol (Gutié-

rrez, et al., 1997) 



 

 

 

 Plásmido pJET1.2aga1. de un tamaño de 5864 pb, presenta el gen aga1 

conservando su propio promotor, el gen bla que codifica a una β-lactamasa encargada de 

degradar antibióticos β-lactámicos como la ampicilina, que fue empleada para seleccionar y 

mantener células recombinantes de E. coli. A partir del este plásmido se construyeron los 

vectores de transformación, siendo base de la mutagénesis sitio dirigida (Figura 3).   

 

 

5.5.2 Marcadores de Selección 

 

Acorde a los plásmidos y vectores de clonación se prepararon soluciones de los anti-

bióticos:  

 Ampicilina se preparó a una concentración de 100 mg/ml.  La solución de 

ampicilina se preparó con agua bidestilada y fue esterilizada por filtración a través de una 

membrana con tamaño de poro de 0,22 μm de diámetro, que se conservó en volúmenes de 

1,5 ml a -20ºC en viales de polipropileno estériles.  Durante la selección de transformantes 

de E coli los medios de cultivos fueron suplementados con una concentración final de 

100μg/ml de ampicilina.  

 

 Cloranfenicol se preparó a una concentración de 10 mg/ml de etanol abso-

luto como solvente, fue esterilizada por filtración a través de una membrana de 0,22 μm de 

Figura 3 Vectores empleados en la transformación de A. chrysogenum.  A. Plásmido pULC43.  B. Plásmido 

pJET1.2aga1. 
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diámetro de poro y conservada en viales de polipropileno estériles de 2 ml a -20ºC.  Para 

seleccionar transformantes de E. coli, los medios de cultivo fueron suplementados a una 

concentración final de 30 μg/m de cloranfenicol.  

 

 Fleomicina se preparó a una concentración de 20 mg/ml en solución acuosa. 

Como solvente se utilizó agua o Buffer HEPES a pH 7.25, y fue esterilizada por filtración a 

través de una membrana de tamaño de poro de 0,22 μm de diámetro y conservada en viales 

de polipropileno estériles de 2ml a -20ºC.   Este antibiótico fue utilizado para la selección 

de los transformantes de A. chrysogenum que según el origen comercial del antibiótico se 

empleó a una concentración 30 μg/ml a 90 μg/ml según la curva de respuesta del hongo al 

antibiótico. 

 

Para cada producto comercial nuevo de fleomicina, se realizó una curva de sensibili-

dad de la cepa silvestre con estos resultados se estableció la concentración empleada en el 

cultivo de selección de transformantes. 

 

 

5.6 Construcción de los Alelos aga1G203R aga1G42R y aga1Q204L por mutagénesis sitio-di-

rigida 

A partir del plásmido pJET1.2aga1 (Figura 3), fueron desarrollados los plásmidos 

de clonación pJETaga1Q204L, pJETaga1G42R y pJETaga1G203R, los cuales contienen 

los alelos aga1Q204L, aga1G42R y aga1G203R, los dos primeros causantes de la señal ac-

tiva de la proteína Gα y el tercero de señal inactiva. 

 

Tabla 2 Oligonucleótidos empleados para la mutagénesis sitio dirigida 

Nombre Secuencia  

G203R-F  5’TG TTC GAT GTC GGT CGC CAG CGA TCC GAG CG3’  

G203R-R  5’CG CTC GGA TCG CTG GCG ACC GAC ATC GAA CA3’ 

G42R-F 5’CCC CAG TCA GGT GCC CGC GAA TCT GGA AAG TCG3’y  

G42R-R 5’CGA CTT TCC AGA TTC GCG GGC ACC TGA CTG GGG3’ 

Q204L-F  5′-TTC GAT GTC GGT GGT CTC CGA TCC GAG CGG-3′  

Q204L-R  5′-CCG CTC GGA TCG GAG ACC ACC GAC ATC GAA-3′ 

En color rojo se indica la posición de la mutación. 



 

 

La construcción de los plásmidos se realizó a partir de mutagénesis sitio dirigida, 

donde la mutación es introducida por PCR empleando pares de oligonucleótidos con la mu-

tación (tabla 2), siguiendo las especificaciones del QuikChange II Site-Directed Mutagene-

sis Kit (Agilent Technologies).  

 

Figura 4.  Mutagénesis sitio dirigida sobre el gen aga1. Procedimiento general de obtención de la mutación Q204L reali-

zado igualmente para obtener la mutación G42R y G203R.  A.  Plásmido pJET1.2 con inserción del gen aga1 molde de la 

mutagénesis. B. PCR: Representación del alineamiento del par de oligonucleótidos empleados para obtener el alelo 

aga1Q204L. C. Productos de la PCR, a la izquierda plásmidos metilado o hemimetilado con el alelo silvestre aga1; a la dere-

cha amplicon no circularizado con todos los elementos de pJET1.2aga1 con la mutación Q204L. D. transformación de E. 

coli con pJET1.2aga1Q204L E. Electroferograma del cambio de nucleótidos ocurrido por la mutagénesis sitio dirigida. 

 



 

 

Previamente los oligonucleótidos con la mutación deseada, tienen variación en uno 

a tres pares de bases que generan cambios en la expresión del aminoácido, en el caso de la 

mutación G42R y G203R se introdujo un cambio de glicina por arginina, en la posición 42 

y 203 de la subunidad Gα Aga1 respectivamente, mientras que para la mutación Q204L se 

introdujo el cambio de una glutamina por leucina en la posición 204 en Aga1(figura 4B).  

 

Siguiendo las especificaciones del kit, se obtiene la modificación puntual de un nu-

cleótido empleando la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR), que amplifica 

el vector de doble cadena por acción de la ADNpolimerasa PfuUltraHF. Seguido de la di-

gestión de las cadenas de ADN molde que al ser previamente amplificadas en cepas de 

E.coli, quedan metiladas o hemimetiladas (en este caso pJET1.2aga1) y son susceptibles a 

la acción de la endonucleasa DpnI (ver figura 4C).  La digestión garantiza la síntesis del 

ADN que contiene la mutación deseada el cual se empleó para la transformación de las cé-

lulas bacterianas en la que se amplifica y se conserva el vector con la mutación.   

 

Las condiciones de reacción durante la mutagénesis sitio dirigida comprende: una 

desnaturalización inicial a 95°C durante 3 min, seguido de 25 ciclos donde cada ciclo com-

prende las siguientes tres etapas:  una desnaturalización a 95°C por 30 s, una etapa de ali-

neamiento de 55°C-65°C por 30s, y una etapa de extensión a 69°C por 6 minutos.  La PCR 

culmina con una última etapa de extensión a 68°C durante 7min. 

 

Los resultados de la PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa, a 

partir del cual se amplificaron y se purificaron los fragmentos correspondientes a la banda 

de interés formada por 5864pb, con las que se procedió a transformar las células de E. coli 

DH5α. (figura 4D), obteniéndose los plásmidos con los alelos mutantes pJETaga1Q204L, 

pJETaga1G42R y pJETaga1G203R, los cuales fueron verificados mediante secuenciación 

(Zúñiga, 2014). 

 

El electroferograma (figura 4E) muestra la mutación puntual introducida para el 

caso del alelo Q204L, procedimiento que se empleó de igual manera para obtener los de-

más alelos 



 

 

 

El fragmento EcoR1/BamH1 de pJET1.2aga1 con tamaño de 2876 pb se clonó en 

pULC43 con resistencia a fleomicina, con los que se obtuvo los plásmidos pC43aga1G42R, 

pC43aga1G203R y pC43aga1Q204L (Figura 5).   Los plásmidos fueron confirmados por 

análisis de restricción usando las endonucleasas de restricción ApaI, HindIII y XhoI.  

 

Figura 5  Mapas circulares de los plásmidos pC43aga1G203R, pC43aga1G42R , pC43aga1Q204 , mostrando la ubicación 

de algunos sitios de restricción, y la ubicación de las mutaciones 

 

 

5.7 Transformación de A. chrysogenum ATC11550 

 

Para analizar el papel que realiza la subunidad Gα Aga1 en A. crhysogenum, se ob-

tuvieron los alelos dominantes de actividad constitutiva aga1G42R, aga1Q204L y de inactiva-

ción constitutiva aga1G203R.   

 

La transformación de A. chrysogenum se realizó mediante la técnica de protoplastos 

empleando como marcador de selección el antibiótico fleomicina.  Los protoplastos fueron 

extraídos por exposición de las hifas de A. chrysogenum a enzimas líticas, una vez fueron 

liberados en el medio, se reguló el pH a 6,5 para evitar agregados que redujeran la eficien-

cia de transformación. 

 

Los protoplastos transformados fueron inoculados sobre medio TBS suplementado 

con fleomicina y cubiertos por una segunda capa de medio suplementado; la concentración 



 

 

de fleomicina fue de 60 μg/ml, correspondiente al doble del umbral de resistencia al anti-

biótico que se determinó previamente mediante una curva de sensibilidad a fleomicina, ase-

gurando la obtención de cepas transformantes con los alelos deseados 

 

 

5.8 Protocolos de extracción, purificación y análisis de ADN 

 

5.8.1 Extracción de ADN genómico  

 

La extracción de ADN genómico fue realizada con el kit Wizard Genomic DNA Pu-

rification (Promega), siguiendo las instrucciones del proveedor.  El pellet obtenido fue re-

suspendido en agua estéril y se analizó en gel de agarosa, empleando 10 μl de la muestra. 

Luego se realizó un Megaprep mediante lisis alcalina y fenolización siguiendo un método 

modificado de TENS-Mini Prep (Zhou, et al., 1990), en el que se incluyó una fenolización 

empleando fenol: cloroformo: alcohol isoamílico en proporciones 25:24:1 de Sigma Al-

drich Co.  

 

 

5.8.2 Verificación de la inserción de alelos aga1G203Rd+, aga1G42Rd+ y aga1Q204Ld+. 

 

En gel de agarosa se evaluó la presencia de los alelos mutantes en cada uno de los 

transformantes obtenidos, para tal fin se emplearon los oligonucleótidos listados en la tabla 

3 (Zúñiga, 2014; Cruz 2014) que se muestra a continuación.  

Tabla 3 Oligonucleótidos empleados en los análisis por PCR  

 

Nombre Secuencia  

Tcyc-tr1-R 5′-GACAACCTGAAGTCTAGGTCCCT-3′ 

Ble-tr1-F 5′-AAGTTGACCAGTGCCGTTCC-3′ 

aga1-Q204L-R 5′-CCGCTCGGATCGGAGACCACCGACATC GAA-3′ 

R967-aga1 5′-CAGGCAGCTTCTCCTTGA-3′ 

RT-AGAWT-R 5′-CACCGCCCTCGTAGTCTGGGAAG-3′ 

Aga1-840R 5′-AAGTAGTTCTTCATGGGGCTGA-3′ 

Q204L-R1 5′-AAGCGGAGGTTCTCCTGGATGATGATGT-3′ 



 

 

La PCR empleada para la amplificación de secuencias plásmidicas y genómicas fue 

realizada empleando la enzima TaqDNAPolymerase, recombinant /Thermo Scientific). Las 

condiciones de reacción y componentes de la mezcla de reacción se muestran en la tabla 4.  

 

Tabla 4 Condiciones y componentes de la reacción para PCR 

Etapa 
Tempera-

tura  
Duración Componente 

Concentración 

final 

Desnaturalización inicial 94°C 3min 
10X Pfx Buffer 1X 

MgSO4 (25mM) 1,5 mM 

  dNTPs (10mM) 0,2mM 

30 ciclos 

Desnaturalización 94°C 45s OligoF (10µM) 0,5 µM 

Alineamiento 50-72°C 45s OligoR (10µM) 0,5 µM 

Extensión 72°C 2min PfxADNpol(5 U/µl) 0,5 U 

  ADN(10ng/µl) 0,4ng/µl 

Extensión final 72°C 7min 
Agua esterilizada cbp 

Total 25µl 

 

 

5.9 Caracterización de A. chrysogenum. 

 

 

5.9.1 Macromorfología 

 

La caracterización macromorfológica se realizó de forma simultánea para todas las 

cepas objeto de estudio, aplicando las dos formas de inoculación del medio agar CCM en 

placas Petri de 90mmX15mm.  Igualmente se observó su apariencia en medio CCM líquido, 

para esto se adicionaron 5ml de inoculo a una concentración 1x106 FHV/ml a un volumen de 

245 ml de medio CCM líquido y se observó durante 5 días la evolución del cultivo 

 

 

5.9.2 Micromorfología 

 

La caracterización microscópica de A. chrysogenum y las cepas transformantes, se 

realizó a partir de cultivos sobre medio agar CCM, en el que se insertaron laminillas de vidrio 

de 2x2mm y en cuya base fue depositado el inóculo. Los cultivos fueron incubados a 26ºC 



 

 

durante 7 días.  Posterior al periodo de incubación, del cultivo se retiraron las lamillas cu-

biertas por el hongo, estas estructuras fúngicas fueron tincionadas con azul de lactofenol y se 

observaron en un microscopio óptico. Se realizó un registro fotográfico con cámara digital 

de las estructuras observadas.  

 

 

5.9.3. Conidiación 

 

El análisis de la conidiación fue realizado mediante tres ensayos por triplicado con el 

que se estableció el promedio de producción de conidios por cepa a partir de cultivos de las 

cepas de A. chrysogenum ATCC11550, y sus transformantes en 15ml de medio agar CCM 

en placas Petri (50mmx15mm) con un crecimiento de 7 días de incubación a 26ºC en total 

oscuridad, la placa petri fue lavada 3 veces cuidadosamente con solución amortiguadora NT 

(NaCl 0,90% p/v, tween 80 al 0.01% v/v) y con ayuda de un asa de hockey se facilitó el 

desprendimiento de los conidios.   

 

El producto de cada lavado se depositó en un tubo de 15ml el cual fue centrifugado a 

4000 rpm durante 10 minutos.  El precipitado se resuspendió en solución amortiguadora NT 

hasta obtener un volumen final de 2 ml y se homogenizó por agitación con vórtex. 

 

Se contabilizó el número de conidios en cámara de Neubauer. Tomando el área de 

conteo de 5 cuadrados en la región central de la cámara de Neubauer, cada cuadrado con 

arista de 0,2mm, la profundidad de la cámara es 0,1mm).  El número de conidios μl -1 se 

determinó mediante la fórmula: 

Conidios μl -1=      
(No Conidios) 

(Superficie de conteo)(Profundidad)(factor de dilución) 

Ej:    Conidios μl -1=    
(No Conidios) 500 

(0,2mm2) (0,1mm) (1) 

. 

Donde, FD: corresponde al factor de dilución de la muestra. Ej. 1:500. 

 



 

 

5.10 Respuesta a estrés fisiológico en función de la Tasa de extensión radial relativa  

 

Los hongos filamentosos sobre medio sólido se extienden radialmente formando ani-

llos concéntricos, la magnitud a la cual el radio se extiende, permite determinar de forma 

directa la velocidad de crecimiento del micelio vegetativo del hongo.  A partir del crecimiento 

radial se establece la tasa de extensión radial.   

 

Inicialmente se realizó un cultivo por siembra en masivo de fragmentos hifales via-

bles, para cada una de las cepas transformantes y la cepa silvestre en agar CCM, una vez se 

obtuvo crecimiento, se extrajeron de los cultivos, discos de 5mm de diámetro por 2mm de 

alto, antes de que el hongo desarrollara conidióforos. 

 

Los discos con micelio fueron transferidos a una placa Petri con medio agar CCM 

suplementado para valorar la respuesta a estrés fisiológico y sin suplementar como control.  

Las placas Petri inoculadas con los discos fueron incubadas a 26ºC, luego de 24 horas, se 

demarco el crecimiento de las colonias y posteriormente se siguió la demarcación en anillos 

concéntricos del crecimiento del micelio tomando como referencia el reverso de la colonia. 

Las mediciones fueron registradas fotográficamente y mediante el uso del software ImageJ 

se estimó la extensión radial diferencial entre los tiempos de medición que obedecen a inter-

valos entre 48 y 96 horas dependiendo del crecimiento observado. 

 

Posteriormente se calculó la Tasa de extensión radial relativa (TERR), como la rela-

ción entre la tasa de crecimiento bajo tratamiento y la tasa de crecimiento de los cultivos 

control por 100, obteniéndose el porcentaje que refleja el crecimiento del hongo.  El análisis 

de la respuesta de A. chrysogenum y sus transformantes a condiciones de estrés, se realizó en 

medio agar CCM, teniendo como control positivo el cultivo de cada cepa sin ser sometido a 

los tratamientos y el medio no inoculado sometido al tratamiento.   

  

El inóculo para cada cepa objeto de estudio fue obtenido a partir de un precultivo en 

Erlenmeyer de 500ml con 90 ml de medio CCM al que se le adicionó 10ml de suspensión 

fúngica 1X106 FMH/ml-1, por un tiempo no mayor a 48 horas de incubación a 26ºC y en 



 

 

agitación constante a 150 rpm, el micelio en crecimiento fue recuperado en tubos Falcón y 

centrifugado por 20 min a 4000 rpm, el sobrenadante se descartó. 

 

El micelio fue lavado con agua destilada estéril 2 veces, repitiendo la centrifugación 

y descarte del sobrenadante.  Por último, el micelio fue resuspendido en 20ml de solución 

amortiguadora de fosfatos y sometido a maceración con perlas de vidrio durante 10 minutos. 

Luego se extrajo una alícuota de la suspensión con la que se determinó la concentración de 

fragmentos hifales viables ml-1 mediante rojo neutro (Fukuda, et al., 1996). 

 

 

5.10.1 Estrés Osmótico 

 

La respuesta a distintas concentraciones de sales se analizó a partir del crecimiento 

fúngico en medio agar CCM suplementado con una sal, para tal fin se tomaron bocados de 

5mm de diámetro de un precultivo con cinco días de desarrollo a 26ºC en total oscuridad que 

fueron transferidos a placas petrí de 90mmx15mm con medio agar CCM suplementado con 

uno de los siguientes osmolitos, cloruro de sodio, cloruro de potasio y glicerol, a concentra-

ciones (0,5M y 1M) manteniendo un pH ajustado =6,8 con NaOH o HCl (adaptado de Rangel, 

et al., 2008). 

 

 

5.10.2 Estrés Oxidativo 

 

En placas de agar CCM se estableció la sensibilidad de A. chrysogenum y sus trans-

formantes a diferentes concentraciones de H2O2.  Las cepas precultivadas por siembra en 

masivo con cinco días de crecimiento en agar CCM se les extrajeron bocados de 5mm diá-

metro que fueron llevados a placas conteniendo H2O2 a concentraciones de 50mM y 100mM, 

luego fueron incubados a 26ºC (Shin y Yu, 2013), para determinar la tasa de crecimiento 

radial diferencial teniendo como control la cepa silvestre. 

 

 



 

 

5.10.3 Estrés Lumínico 

 

Se realizaron cultivos en agar CCM por inoculación central de un bocado de 5mm 

de diámetro qué fue insertado dentro del medio e incubado a 26ºC durante 24 horas en total 

oscuridad antes de ser sometida a radiación de luz blanca en un fotoperiodo de 12 horas 

luz/12 horas oscuridad y radiación de luz blanca constantemente, manteniendo la tempera-

tura de incubación de 26ºC. 

 

Por convención y manejo de información, los ciclos luz oscuridad frecuentemente 

usados en estudios experimentales del reloj biológico corresponden DD= oscuridad cons-

tante, LL=luz constante y 12:12 LD= ciclo luz-oscuridad de 12 horas en cada condición 

(Ramsdale, en Gow, et al., 1997) 

 

 

5.11 Análisis estadístico 

 

Las pruebas fueron realizadas de forma simultánea para A. chrysogenum y sus trans-

formantes aplicando los distintos tratamientos por triplicado en cada prueba.  Los resulta-

dos obtenidos en los distintos ensayos fueron analizados con el software estadístico SPSS 

vs 21, diseñado por IBM teniendo en cuenta la distribución de los datos y las medidas de 

tendencia central, se llevaron a cabo análisis paramétricos y no paramétricos, así como aná-

lisis de comparación múltiple de muestras.  

 

Igualmente se empleó la herramienta de hoja de cálculo Excel de Microsoft office 

2016 para la organización, análisis y representación gráfica de los resultados.   

 

 

6.  CONSIDERACIONES ETICAS 

 

La presente investigación se desarrolló siguiendo la normatividad vigente, los pará-

metros de bioseguridad establecidos por el grupo de investigación GIMBIO y el laboratorio 



 

 

de Ingeniería Genética y de Metabolitos secundarios de la UAM unidad Iztapalapa-(UAM-

I), los lineamientos bioéticos relacionados con la manipulación de organismos genética-

mente modificados, con especial énfasis en el confinamiento de estos organismos con resis-

tencia a antibióticos. 

 

Las normas de bioseguridad en el laboratorio siguieron los parámetros establecidos 

por la OMS [8], y los lineamientos sobre la disposición de los espacios para la investiga-

ción y la docencia aprobados por el consejo académico de la UAM-I [9], [10]. 

 

 

7. RESULTADOS 

 

7.1. Mutagénesis sitio dirigida del gen aga1 y verificación de la transformación de A. 

chrysogenum. 

 

La función de la subunidad alfa de la proteína G heterotrimérica fue examinada em-

pleando dos alelos mutantes dominantes obtenidos mediante mutagénesis sitio dirigida, am-

bas mutaciones fueron empleadas previamente en mamíferos y analizadas por cristalografía 

y por resonancia de plasmón superficial (SPR: surface plasmon resonance) empleada para 

estudiar las interacciones proteína ligando (Bosch et al., 2012). 

 

El primer alelo aga1G42R la modificación de glicina (G) por arginina(R) en la posición 42 

de la estructura primaria de la subunidad Gα que es necesaria para la actividad GTPasa, la glicina se 

encuentra dentro de la caja G-1 (P-loop) con secuencia consenso G42XXXXGK responsable de la 

unión de los fosfatos α y β del GTP  a la subunidad Gα, aunque éste cambio no evita la actividad 

GTPasa, altera la configuración de la proteína impidiendo que adopte la forma típica de transición 

para la hidrólisis del GTP, así como altera la interacción de Gα con la proteína RGS, que promueve 

la hidrolisis de GTP a GDP, activando la señal (Bosch et al., 2012). 

 

Estudios de la modificación de la glutamina (Q) altamente conservada por leucina 

(L) en la posición 204 de la estructura primaria de la subunidad Gα muestra inhibición total 



 

 

de la actividad GTPasa, dado que el posicionamiento de la glutamina 204 coordina el ata-

que nucleofilico de la molécula de agua (Raw et al., 1997) que permite la disociación del 

fosfato gamma del GTP, dando como resultado la formación de GDP. 

  

La modificación de la glicina (G) de la posición 203 de la estructura primaria de la 

subunidad Gα por una arginina (R), localizada en la caja G-3 de secuencia consenso 

DXXG203, conduce a un cambio conformación en el sitio de unión a GTP que impide la di-

sociación de esta subunidad con el dímero Gβγ evitando que se desencadene la señal de la 

subunidad Gα (Fang & Dean, 2000; Hicks et al., 1997) 

 

la glicina es necesaria para la actividad GTPasa de la subunidad Gα.  El segundo 

alelo aga1Q204L consiste en un cambio de glutamina (Q) por leucina (L) igualmente necesa-

rio para la actividad GTPasa, ambas mutaciones resultan en una señal constitutivamente ac-

tiva, que mantienen formado el complejo Gα-GTP separado del dímero Gβγ, impidiendo la 

hidrólisis del GTP a GDP, y la formación del complejo Gα-GDP capaz de reasociarse al dí-

mero Gβγ de la proteína G heterotrimérica. 

 

Un tercer alelo dominante causante de inactivación constitutiva, fue desarrollado 

mediante la conversión de una glicina por arginina en la posición 203.  La modificación es-

tructural del alelo aga1G203R impide la separación de la subunidad Gα del dímero Gβγ. 

 

Las mutaciones fueron introducidas con el plásmido pC43aga1G203R, 

pC43aga1G42R, pC43aga1Q204, previamente fueron secuenciados para garantizar la pre-

sencia de la mutación y confirmar que no tengan cambios adicionales 

 

La transformación de A. chrysogenum con cada uno de los plásmidos 

pC43aga1G203R, pC43aga1G42R, pC43aga1Q204 produjeron pocos transformantes con 

resistencia a fleomicina, que fueron posteriormente analizados por PCR para determinar: 

(1.) la presencia del gen ble de resistencia a fleomicina y (2) la presencia de forma correcta 

del gen aga1  

 



 

 

 

7.1.1 Integración de los plásmidos que llevan la mutación dominante del gen aga1 y 

Comprobación por PCR. 

 

Los transformantes obtenidos para cada uno de los alelos que presentaron resisten-

cia a fleomicina fueron evaluados para la presencia del gen ble de resistencia a fleomicina 

con los oligonucleótidos Tcyc1-tr1-R y Ble-tr1-F (ver tabla 3 y 4), cuyo punto de unión 

dentro del casett de transformación se muestra en la figura 6. 

 

Figura 6 Esquema del fragmento del plásmido pC43aga1 en el que se representa el gen ble de resistencia a 

fleomicina y el gen aga1 codificante de la subunidad Gα1. Los números indican los sitios de unión de los oli-

gonucleótidos empleados en la comprobación de la inserción de la mutación en el ADN genómico de A. chry-

sogenum que han sido listados a la derecha de la imagen.  Las estrellas indican los sitios de ocurrencia de la 

mutagénesis sitio-dirigida. 

 

En el caso del alelo aga1G203R aunque se observó crecimiento de estos transforman-

tes en medio CCM suplementado con fleomicina, al ser evaluado por PCR no se obtuvo la 

banda de interés de 551pb (Figura 7) por lo que se descartó de ensayos posteriores. 

 

Los transformantes que dieron positivo para la amplificación del gen de fleomicina 

(ver figura 7), fueron sometidos a una segunda PCR, para determinar la integridad de la in-

serción del casett de transformación, empleando 6 pares de oligonucleótidos (ver tabla 3), 

con cada una de las cepas transformadas. 



 

 

 

En la figura 8 se muestra los re-

sultados obtenidos para la cepa con el 

alelo aga1Q204L utilizando el par de pri-

mers que amplifican para un fragmento 

del gen de resistencia a fleomicina de 

551pb y los demás fragmentos que invo-

lucran parte del gen aga1 con tamaños 

que van desde 3051pb a 3527pb. 

 

La comprobación por PCR nos 

permitió establecer que hubo transfor-

mación efectiva para los alelos aga1G42R 

y aga1Q204L (Figura 7 y 8). Con una eficiencia de transformación para ambos alelos de 1 a 2 

transformante por cada 10µg de ADN plasmídico. 

 

 

Figura 8.  PCR de la integración del alelo aga1Q204L, se emplearon los pares de oligonucleótidos listados en la figura y 

la polimerasa Pfu Ultra II; esta metodología fue empleada para todos los alelos transformantes.  El programa de PCR se 

expone en la figura, siendo 30X el número de ciclos. 

 

Figura 7 Análisis de transformantes por PCR de la inserción de 

la resistencia a fleomicina en A. chrysogenum, empleando los 

oligonucleótidos Tcyc-tr1-R y Ble-tr1-F con la polimerasa Taq 

Platinum.  El programa de PCR se expone en la figura. 



 

 

Previo a la realización de cada uno de los ensayos las cepas fueron sometidas a cre-

cimiento sobre agar CCM suplementado con fleomicina, empleando las diferentes estructu-

ras fúngicas utilizadas para su propagación, conidios y fragmentos hifales viables. 

 

 

7.2 Caracterización fenotípica de A. chrysogenum y sus transformantes G42R y 

Q204L. 

 

 

7.2.1 Macromorfología 

 

Las colonias de A. chrysogenum se caracterizan por formar un botón central de ma-

yor densidad aparente, rodeado por un anillo de filamentos radiales (Brotzu, 1948).   

 

A principio de su desarrollo las colonias son blancas de aspecto liso que luego de 2 

a 3 días se colorean de amarillo, en algunos casos esta coloración se mantiene debajo del 

micelio por lo que conservan una coloración más blanca vistas por el anverso de la caja.  El 

color amarillo se debe a la presencia del pigmento crisogenina del que recibe el epíteto es-

pecífico (Asilone, et al., 2000). 

 

La pigmentación de las colonias después de los primeros tres días de crecimiento 

fue mayor en aga1G42R seguido por aga1Q204L.  La cepa silvestre presenta una pigmentación 

ligeramente menor en comparación con sus transformantes (Figura 9), situación que se ob-

servó durante el transcurso de los ensayos. 

 

La formación de conidióforos es difícil de diferenciar del micelio vegetativo.  La 

cepa silvestre se observa más algodonosa, mientras que las cepas con los alelos mutantes 

tienen un aspecto más corrugado.  Las colonias con alelos aga1G42R, suelen ser más corru-

gadas a medida que se acerca hacia el centro de la misma, mientras que colonias con alelo 

aga1Q204L suelen tener un aspecto menos denso y más liso. 

 



 

 

 

 

Figura 9  Micrografías y macromorfología de A. chrysogenum y sus cepas transformantes dispuestas de izquierda a dere-

cha las correspondientes al alelo aga1G42R, seguido del alelo aga1Q204L y finaliza con la cepa silvestre.   Las micrografías 

muestran estructuras reproductoras y vegetativas que fueron tincionadas con azul de lactofenol y se visualizaron en un 

microscopio de contraste de fase (OLYMPUS CH30). En la parte superior se observaron con aumento de 40X y las dos 

inferiores con aumento de 100X.  Las flechas negras señalan conidióforos. Las placas Petri superiores muestran el anverso 

y debajo de estas el reveso de cultivos por inoculación central en agar CCM con 10 días de crecimiento a 26ºC para las 

cepas de A. chrysogenum y sus transformantes. 

 

 

7.2.2 Micromorfología 

 

Luego de diez días de crecimiento se pueden observar las distintas morfologías ce-

lulares de A. chrysogenum. Las hifas son hialinas (hongo mucedináceo) delgadas, septadas, 

uninucleadas en cada segmento (Peberdy, 1987), desarrolla hifas áreas que suelen dar paso 

a la formación de conidióforos, estructuras de reproducción asexual que parecen estar en 

cantidades similares en las cepas con alelo silvestre y alelo aga1G42R.   

 

La conidiogénesis es blástica, los conidióforos se forman por una célula sencilla, en 

su extremo se forma la célula conidiogénica (formación holoblástica), productora de coni-

dios de forma enteroblástica (Peberdy, 1987).   

 



 

 

Los conidios son unicelulares dispuestos en cabezas mucosas (Figura 9), hialinos, 

de forma elíptica a fusiforme de aproximadamente 25-50 μm de longitud y pueden ser en 

ocasiones ligeramente curvados (Peberdy, 1987).  Algunas hifas se ensanchan y aumentan 

de tamaño, tomando la hifa un aspecto de rosario o cadena de cuentas, presentan un proceso 

de fragmentación que da lugar a la formación de artrosporas este tipo de conidios se produ-

cen por la simple separación de tabiques en la hifa (Arenas, 2014) 

 

Todas las cepas presentaron artrosporas después de 10 días de crecimiento en agar 

CCM, las cuales se vieron más comúnmente en la cepa silvestre, seguido de la cepa 

aga1G42R y en menor proporción en la cepa aga1Q204L, donde el micelio tiene una apariencia 

menos corrugada (Figura 9). 

 

La conidiación en A. chrysogenum es escasa, sin embargo, la cepa aga1G42R no se 

diferenció microscópicamente de la cepa silvestre, ambas presentaron conidióforos con 

gran cantidad de conidios, a diferencia de aga1Q204L, quien presentó formación de hifas aé-

reas algunas con desarrollo de escasa cantidad de conidios y otras no desarrollaron coni-

dios.   La frecuencia de conidióforos es similar en la cepa silvestre y en la cepa aga1G42R vi-

sualizándose la formación de conidióforos defectuosos y en menor frecuencia en la cepa 

aga1Q204L (Figura 9). 

 

 

7.2.3 Conidiación de aga1, aga1G42R y aga1Q204L de A. chrysogenum.  

 

Luego de estimar los conidios totales, se halló el promedio de producción de coni-

dios por cepa (figura 10).  

 

La formación de conidios se presenta en mayor cantidad en la cepa silvestre en rela-

ción con las cepas de señal constitutiva activa, indicando que la proteína Gα regula negati-

vamente la conidiación en A. chrysogenum, a tal punto que llega a inhibirla casi totalmente 

en el mutante aga1Q204L que solo produce en promedio un 1,94% de conidios respecto a la 

cepa silvestre. 



 

 

La cepa con el alelo 

aga1Q20L4 muestra una reducción en 

la formación de conidios mayor al 

98%, mientras que la reducción en 

la conidiación en los mutantes 

aga1G42R en relación a la cepa sil-

vestre es de un 28,73%. 

 

La baja producción de coni-

dios en las cepas con alelos 

aga1Q204L no se relaciona con el as-

pecto fenotípico del hongo, dado 

que la no formación de conidios, no 

implicó la no diferenciación de conidióforos, en estas cepas se observó el desarrollo de co-

nidióforos con muy poca a nula cantidad de conidios.  

 

El aspecto algodonoso de la cepa silvestre no es un indicador de mayor cantidad de 

conidióforos, en comparación con las cepas corrugadas no algodonosas con el alelo 

aga1G42R donde la frecuencia de conidióforos para ambas cepas fue similar, aun cuando se 

presentó diferencia en la producción de conidios, siendo la cepa silvestre la que mostró ma-

yor conidiación. 

 

 

7.2.4 Tasa de Extensión Radial Relativa de aga1, aga1G42R y aga1Q204L de A. chrysoge-

num. 

 

La influencia de la señal constitutiva activa sobre el crecimiento vegetativo del 

hongo se llevó a cabo mediante el análisis de cada una de las cepas con los alelos mutantes 

en relación a la cepa silvestre, se estimó la tasa de extensión radial relativa como el porcen-

taje de la relación entre la extensión radial de la cepa con alelo mutante y la extensión ra-

dial de la cepa silvestre (Figura 11). 
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Figura 10  Conidiación promedio de las de las cepas WT o silvestre, 

G42R correspondiente alelo aga1G42R  y Q204L correspondiente al 

alelo aga1Q204L creciendo en medio CCM.  



 

 

 

Posteriormente se 

realizó un análisis de la distri-

bución de los datos y de las me-

dianas, mediante pruebas no 

paramétricas con un nivel de 

significancia de 0.05% lo que 

permitió establecer que existen 

diferencias significativas en la 

tasa de extensión radial para las 

cepas en estudio. 

 

Mediante las pruebas de 

comparaciones múltiples entre 

muestras se encontró que la 

cepa con el alelo aga1Q204L difiere en su distribución y mediana de las demás cepas en 

cuanto a su extensión radial, mostrando las colonias de mayor crecimiento para los periodos 

de tiempo analizados. 

 

La cepa silvestre y la cepa con el alelo aga1G42R no presentan diferencias significati-

vas en cuanto a su crecimiento vegetativo, sus colonias son de tamaños similares, aunque su 

apariencia externa difiere en la organización de sus hifas, teniendo un aspecto más corru-

gado las colonias con alelo aga1G42R mientras que el alelo silvestre da un aspecto más algo-

donoso. 

 

La tasa de extensión radial relativa entre la cepa silvestre y la cepa con alelo 

aga1G42R difieren en tan solo un 1,11%, siendo de menor tamaño las colonias con el alelo 

aga1G42R , resultado contrario a lo esperado, pues en otros hongos filamentosos se ha visto 

que las mutaciones de señal constitutivamente activa de la subunidad Gα, presentan creci-

miento incontrolado y gran formación de micelio aéreo ( García, et al., 2011; Jain, et al., 

Figura 11  Tasa de extensión radial relativa promedio en porcentaje de las ce-

pas WT o silvestre, G42R correspondiente alelo aga1G42R  y Q204L corres-

pondiente al alelo aga1Q204L creciendo en medio CCM, para cada uno de los 

triplicados realizados 
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2005; Yang & Borkovich, 1999; Yu, 2006) , resultado que fue observado en las cepas con 

alelo aga1Q204L, que tuvieron un crecimiento del 143,9 % respecto al de la cepa silvestre. 

 

El comportamiento observado indica que la proteína Gα estaría regulando positiva-

mente el crecimiento vegetativo de A. chrysogenum indicando que el crecimiento vegeta-

tivo se ve favorecido cuando la proteína Gα se encuentra activa. 

 

 

7.2 La Tasa de extensión radial relativa (TERR) y sus variaciones frente a condiciones 

de estrés ambiental 

 

Las proteínas G heterotriméricas han sido involucradas como estimuladores o ate-

nuadores en procesos de respuesta a condiciones ambientales, y su participación se puede 

ver reflejada en cambios morfológicos de los hongos filamentosos. 

 

La participación de la proteína G-alfa de A. chrysogenum codificada por el gen aga1 

sobre el crecimiento del hongo, se evaluó mediante la respuesta de los mutantes con señal 

constitutiva activa y de la cepa silvestre en medio sólido CCM suplementado a diferentes 

concentraciones de sustancias que inducen estrés osmótico y oxidativo, también se analizó 

la respuesta de las cepas expuestas a fotoperiodicidad LD (12 horas luz/12 horas oscuri-

dad), y luz constante LL. 

 

 

7.2.1 Participación de la proteína Gα heterotrimérica en la respuesta a estrés osmó-

tico. 

 

Las cepas objeto de estudio fueron sometida a estrés osmótico mediante la suple-

mentación del medio de crecimiento agar CCM con NaCl, KCl y glicerina, a dos diferentes 

concentraciones (0,5M y 1M).  

 



 

 

Se observó un efecto lige-

ramente inhibidor del crecimiento 

por cloruro de Sodio 1M sobre 

todas las cepas, obteniéndose un 

retraso en el desarrollo del 6,3% 

para la cepa silvestre, 10,8% para 

aga1Q204L y en mayor proporción 

sobre aga1G42R con el 20,68% (fi-

gura 12).  

 

 

A una concentración de 

0,5M, el NaCl estimuló el creci-

miento de todas las cepas, princi-

palmente de la cepa silvestre que 

creció 31,08% más que la cepa 

silvestre control, en el caso de 

aga1G42R y aga1Q204L presentan un 

11,33 % y un 12,92% de creci-

miento al de sus respectivas ce-

pas control (figura 13).   

 

En presencia de cloruro 

de potasio, el efecto a una con-

centración 1M fue más drástico 

que con NaCl 1M, reprimiendo el 

desarrollo de todas las cepas en 

proporciones mayores al 85%, la cepa con mayor tolerancia al estrés osmótico fue la cepa 

silvestre, mostrando un TERR del 14%, en comparación con sus transformantes de 

aga1G42R y aga1Q204Lque tuvieron TERR del 5,41% y 9,88% respetivamente (Figura 12 y 

13).  
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Figura 13 Tasa de extensión radial relativa en porcentaje de las cepas WT 

o silvestre, G42R correspondiente alelo aga1G42R  y Q204L correspon-

diente al alelo aga1Q204L creciendo en medio CCM suplementado con 

NaCl 0,5M 

Figura 12 Tasa de extensión radial relativa en porcentaje de las cepas WT 

o silvestre, G42R correspondiente alelo aga1G42R  y Q204L correspon-

diente al alelo aga1Q204L creciendo en medio CCM suplementado con NaCl 
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Igualmente se presentó in-

hibición del crecimiento a una 

concentración de KCl 0,5M y en 

menor proporción que al 1M, 

donde las TERR no se inhibieron 

por más del 19%, de igual manera 

la cepa silvestre mostró un mejor 

desarrollo bajo estas condiciones, 

en comparación con los transfor-

mantes aga1G42R y aga1Q20L4 (ver 

Figura 14). 

 

Por otra parte, el creci-

miento de las cepas en presencia 

de Glicerina 1M se vio inhibido 

en proporciones del 43,57% para 

la cepa silvestre, 50,28% para 

aga1G42R y del 55,46% para 

aga1Q204L, indicando que la cepa 

silvestre es ligeramente más tole-

rante a la presencia de altas con-

centraciones de glicerina (figura 

15).   

 

Este efecto no se eviden-

cia a concentraciones de Glice-

rina 0,5M, pues contrariamente las cepas silvestre y aga1G42R muestran una TERR ligera-

mente mayor a las cepas control, la cepa aga1Q204L presenta una ligera susceptibilidad a la 

presencia de glicerina 0,5M, observándose un retraso de solo el 6,54% en su crecimiento 

(Figura 16).  
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Figura 14 Tasa de extensión radial relativa en porcentaje de las cepas WT 

o silvestre, G42R correspondiente alelo aga1G42R  y Q204L correspon-

diente al alelo aga1Q204L creciendo en medio CCM suplementado con Gli-

cerina 1M. 
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Figura 14  Tasa de extensión radial relativa en porcentaje de las cepas WT 

o silvestre, G42R correspondiente alelo aga1G42R  y Q204L correspon-

diente al alelo aga1Q204L creciendo en medio CCM suplementado con KCl 

0,5M y 1M. 



 

 

 

A concentraciones más 

bajas (0,5M) la TERR de las 

cepas no parece sufrir mayores 

afectaciones, sin embargo, 

aga1G42R y aga1Q204L muestran 

mayor sensibilidad, de los tres 

osmolitos analizados el KCl 

fue el de mayor impacto nega-

tivo en el crecimiento de A. 

chrysogenum.  Esta situación 

parece indicar que la proteína 

Gα heterotrimérica, regula ne-

gativamente el crecimiento 

frente a condiciones de estrés osmótico. 

 

 

7.2.2 Participación de la proteína Gα heterotrimérica en la respuesta a estrés oxida-

tivo 

 

La respuesta de las distintas cepas frente a la presencia de peróxido de hidrogeno 

sobre su crecimiento muestran una mayor susceptibilidad de la cepa aga1G42R con TERR 

del 53,97% y del 4,8% a concentraciones de H2O2 50mM y 100mM respectivamente se-

guido de la cepa aga1Q204 con reducción de su TERR de un 14,84% y 3,47% frente a con-

centraciones de H2O2 50mM y 100mM (figura 17).  
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Figura 15 Tasa de extensión radial relativa en porcentaje de las cepas WT o 

silvestre, G42R correspondiente alelo aga1G42R  y aga1Q204L correspondiente 

al alelo aga1Q204L creciendo en medio CCM suplementado con Glicerina 

0,5M 



 

 

La cepa silvestre presenta una 

mejor tolerancia frente a ésta especie 

ROS, viéndose ligeramente favore-

cido su crecimiento a una concentra-

ción de H2O2 50mM, y un ligero re-

traso en su TERR del 2,43% bajo una 

concentración de H2O2 100mM (fi-

gura 17).  Indicando una posible re-

gulación negativa de la proteína Gα 

heterotriméricas sobre el crecimiento 

en condiciones de estrés oxidativo. 

 

 

7.2.3 Participación de la proteína Gα heterotriméricas en la respuesta a estrés lumí-

nico 

 Bajo un ritmo de LD (12 horas 

Luz /12 oscuridad) se promueve 

ligeramente el desarrollo de la 

cepa silvestre en un 16,85%), 

mientras que la Luz constante 

(LL) durante más de 200 horas no 

afectó la TERR, siendo un indica-

dor de la carencia en A. chrysoge-

num de ritmo circadiano para es-

tos intervalos de radiación (figura 

18). 

 

El comportamiento de la 

cepa aga1G42R y la cepa aga1Q20L4 es similar al de la cepa silvestre en condiciones LD, y en 

LL se observó un ligero retraso en el crecimiento para ambos transformantes siendo mayor 

Figura 17  Tasa de extensión radial relativa en porcentaje de las cepas 

WT o silvestre, G42R correspondiente alelo aga1G42R  y Q204L corres-

pondiente al alelo aga1Q204L  creciendo en agar CCM  y sometidas a fo-

toperiodicidad LD y LL  
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Figura 16  Tasa de extensión radial relativa en porcentaje de las ce-

pas WT o silvestre, G42R correspondiente alelo aga1G42R  y Q204L 

correspondiente al alelo aga1Q204L creciendo en medio CCM suple-

mentado con H2O2 0,5M y 1M. 



 

 

en el caso de la cepa aga1Q20L4 donde la TERR se redujo en un 14,1%.  El retraso en el cre-

cimiento bajo LL en las cepas con señal constitutiva activa para Aga1 es un indicio de una 

posible regulación negativa del crecimiento por la proteína Gα heterotrimérica que debe es-

tudiarse más a fondo, pues los fenómenos de respuesta a la luz están también asociado a 

respuesta térmica. 

 

 

8.  DISCUSIÓN  

 

La dilucidación del efecto que tiene la subunidad alfa de las proteínas Gα heterotri-

méricas en las rutas de señalización celular de A. chrysogenum se encuentran pobremente 

investigado, existiendo escasos estudios sobre este tema aún para otros hongos filamento-

sos de interés comercial y agrícola.   

 

Los análisis en varios de los procesos fisiológicos sobre la participación de Gα del 

grupo I están asociados principalmente al crecimiento vegetativo, desarrollo de estructuras 

de reproducción sexual y asexual, conidiación, patogenicidad, formación de apresorio, me-

tabolismo secundario, y en menor proporción a mecanismos de respuesta a estrés ambien-

tal. 

 

Diversos estudios han demostrado que las células fúngicas son capaces de percibir y 

responder a señales externas como hormonas, estímulos físicos y químicos, en el que las 

proteínas Gα heterotriméricas como mediadores de la señal intracelular juegan un impor-

tante papel en la comprensión de las respuestas fisiológicas y bioquímicas del hongo (Ne-

ves, et al., 2002). 

 

Los estímulos ambientales son activadores de receptores de membrana, como los 

GPCR que están compuestos por siete estructuras helicoidales con dominio de unión a pro-

teínas G heterotriméricas, los cuales en ausencia de estímulo permanece como un complejo 

donde el dímero Gβγ está asociado al complejo Gα-GDP, cuando la señal es activada por 

unión de un ligando al receptor GPCR, esté cataliza el intercambio de GDP a GTP de la 



 

 

Gα, causando la disociación del dímero beta-gamma del complejo Gα-GTP.  La señal se 

apaga cuando ocurre la hidrólisis de GTP a GDP en el sitio de actividad catalítica de Gα, 

inactivando las subunidades de las proteínas G heterotriméricas, siendo Gα un represor de 

la actividad como del dímero G beta-gamma 

 

La activación de la señalización por acción de las proteínas G heterotriméricas da 

paso a la producción y liberación de gran variedad de segundos mensajeros como AMPc, 

inositol 1,4,5-trifosfato, diacilglicerol, GMPc, iones Calcio, óxido nítrico, que a su vez ac-

túan como amplificadores de la señal celular y permiten la respuesta del hongo al estímulo 

(Hank, et al., 2004). 

 

La presente investigación y discusión de resultados, se centra en como el gen aga1 

codificante de la proteína Gα heterotrimérica Aga1 de A. chrysogenum participa en la res-

puesta a condiciones de estrés osmótico, oxidativo y lumínico, en función de la TERR, 

dado que una de las principales manifestaciones del efecto de los agentes estresores o tóxi-

cos son los cambios en el crecimiento vegetativo. 

 

 

8.1 Efecto de la señalización de la subunidad Gα heterotrimérica Aga1 sobre la morfo-

logía, la conidiación y el crecimiento vegetativo.  

 

La expresión fenotípica resultante de las modificaciones genéticas del gen aga1 

conduce a variaciones del fenotipo silvestre, donde hay una marcada diferencia entre los fe-

notipos de los alelos aga1 y aga1Q204L, mientras que hay un traslape de características entre 

aga1 y aga1G42R, derivadas de la señal constitutivamente activa de la subunidad Gα, fenó-

meno que se ha observado en otros hongos filamentosos. 

 

El efecto de la señalización de la subunidad Gα se detallará sobre tres aspectos, la 

morfología, la conidiación y el crecimiento vegetativo, a continuación: 

 

 



 

 

 

8.1.1 Papel de la subunidad Gα en la Morfología  

 

Las proteínas G heterotriméricas participan en procesos morfogénicos influyendo en 

la expresión genética, los aspectos macromorfológicos de las colonias con mutaciones o de-

leciones para los genes codificantes de la subunidad Gα han sido descritos en escasas inves-

tigaciones, a cambio ofrecen una visión más cuantitativa de las alteraciones producto de la 

activación o inactivación de la ésta subunidad.  

 

Los aspectos macromorfológicos descritos en estudios funcionales en hongos fila-

mentosos, como los realizados en A. nidulans que involucran las mutaciones G42R, R178L, 

G183S, R178C y Q204L (Yu, 2006; Yu, et al, 1996) ,  N. crassa R178C y Q204L (Yang & 

Borkovich, 1999); P. chrysogenum G42R (García, 2008) dan una señal constitutivamente 

activa, que conducen a la formación de colonias algodonosas o “fluffy”, en las que el 

micelio vegetativo crece de forma incontrolada seguido en algunos casos por procesos de 

autolisis (Yu, et al 1996) . Contrariamente en A. chrysogenum, las mutaciones G42R y 

Q204L dan paso a la formación de colonias de aspecto corrugado a liso con baja formación 

de micelio aéreo. 

 

El fenotipo “fluffy” también ha sido observado en otras especies del genero Asper-

gillus [17], en P. marneffei el fenotipo “fluffy” se observó en mutantes con alelo pga1 

G203R de señal inactiva y su deleción, en presencia de AMPc extracelular y teofilina que 

inhibe la acción de la fosfodiesterasa, mientras que la mutación pga1G42R  no mostró nin-

gún fenotipo adicional bajo diferentes condiciones de cultivo ( Zuber, et al., 2002), similar-

mente los alelos aga1G42R y aga1Q204L de A. chrysogenum no muestran éste fenotipo, siendo 

la cepa silvestre la que exhibe colonias más algodonosas, sin ser propiamente un fenotipo 

fluffy. 

 

Las colonias con fenotipo fluffy de A. nidulas y N. crassa al igual que la cepa 

aga1Q204L de A. chrysogenum analizadas microscópicamente muestran conidióforos defec-

tuosos, bloqueo en la esporulación (Jain et al 2005; Yu, 1996) curiosamente la mutación 



 

 

aga1G42R de A. chrysogenum es muy similar a la cepa silvestre, tanto en la frecuencia de co-

nidióforos como en la formación de conidios, contrario a lo observado en P. marneffei 

pga1G42R, que no presentó formación de conidios ni desarrollo de conidióforos, por lo que 

sus colonias son planas, sus hifas áreas fueron delgadas, fenotipo que en presencia de 

AMPc exógeno no tuvo cambios [6]. 

 

El fenotipo observado en P. marneffei pga1G42R fue muy similar al obtenido en con 

aga1Q204L de A. chrysogenum, las mutaciones dominantes de señal constitutivamente activa 

de la subunidades Gα están relacionadas a alteraciones en la biosíntesis de metabolitos se-

cundarios (Calvo, et al., 2002; Jain, et al., 2005; Yu, et al., 1996)  como ocurre con el gen 

Fad A codificante de la subunidad Gα, que conduce a colonias que carecen de la micoto-

xina esterigmatocistina (Yu, 2006)   a través de la casaca de señalización de AMPc/PKA 

[17]. 

 

La biosíntesis de crisogenina en P. chrysogenum fue mejorada por la presencia del 

alelo dominante pga1G42R (García, et al., 2008), pigmento amarillo producido en medio só-

lido al igual que en A. chrysogenum,  donde las cepas con los alelos aga1G42R y aga1Q204L 

tuvieron una mayor pigmentación de color amarillo intenso que en las silvestres, indicador 

de que la subunidad Gα interviene en la producción de crisogenina. 

 

 

8.1.2 Papel de la subunidad Gα en la Conidiación  

 

El efecto de la subunidad Gα1 sobre la conidiación ha sido descrito más amplia-

mente a partir de estudios funcionales que emplean la disrupción genética, la deleción de 

los genes de interés y las mutaciones sitio dirigidas, hallándose que la formación de coni-

dios se relaciona con la actividad adenilato ciclasa y fosfodiesterasa que aumentan y dismi-

nuyen la concentración de AMPc intracelular respectivamente, donde la subunidad Gα es 

un regulador de la actividad adenilato ciclasa  (Bahn & Jung, 2013; d’Enfert, 1997; 

Doehlemann, et al., 2006; Krijgsheld et al., 2013; Neer, 1995). 

 



 

 

El papel de la subunidad Gα sobre la conidiación no muestra un patrón general para 

todos los hongos filamentosos lo cual demuestra el efecto pleiotrópico de la subunidad 

Gα1, encontrándose dos efectos sobre la conidiación, el primero es que la proteína Gα1 es-

timula o regula positivamente la conidiación y conduce a fenotipos hiperconidiantes y el se-

gundo es un efecto negativo sobre la conidiación causando reducción o inhibición de la 

misma.  

 

En el caso de A. chrysogenum el efecto de la activación de la señal por la subunidad 

Gα1, tiene un efecto negativo sobre la conidiación, observándose para el alelo aga1G42R una 

reducción en la producción de conidios, mientras que el alelo aga1Q204L presentó una drás-

tica reducción que tendió a la inhibición total de la conidiación. 

 

El efecto negativo en la conidiación en medio de cultivo sólido también se ha obser-

vado en mutantes de señal constitutivamente activa para los alelos pga-1G42R de P. chryso-

genum, P. marneffei, P. camemberti (García, et al., 2017; 2011; 2009; 2008b),  , fadA G42R y 

fadA Q204L de A. nidulans, A. fumigatus, A. flavus (Calvo, et al., 2002; Krijgsheld, et al., 

2013; Mah & Yu, 2006; Yu, 2006;  Yu, et al., 1996) ,  y cpg-1 Q204L y cpg-1R178C de C. pa-

rasítica  (Segers & Nuss, 2003), gna1Q204L de N. crassa (Yang & Borkovich, 1999), contra-

rio a lo observado en cepas con alelo magBQ204L de M. grisea donde se ve favorecida la co-

nidiación al haber una activación constitutiva de la subunidad Gα1 (Liu & Dean, 1997). 

 

Este mecanismo de reproducción asexual no presenta diferencias significativas entre 

los alelos alelo aga1G42R y la cepa silvestre, mientras que el alelo aga1Q204L tiene casi total-

mente inhibida su capacidad para conidiar. 

 

Esta gran diferencia en la conidiación de ambos alelos mutantes, podría deberse a 

que la conformación espacial de la proteína codificada por el alelo aga1G42R  mutación que 

le permitiría realizar hidrolisis de GTP  en muy baja proporción y retornar a su estado inac-

tivo, similarmente al alelo gna1R178C  (Bosch et al., 2012; Yang & Borkovich, 1999) , mien-

tras que la proteína codificada por el alelo aga1Q204L es más estable y no puede retornar a su 

estado inactivo debido a la inhibición total de la actividad GTPasa que fue generada con el 



 

 

cambio de la glutamina por Lisina (Yu, 2006), haciendo más evidente el papel de la pro-

teína Gα1 activa. 

 

 

8.1.3 Papel de la subunidad Gα en la Tasa de Extensión Radial Relativa  

 

La subunidad Gα1 cumple un papel relevante como reguladora de los procesos de 

conidiación, mecanismo de reproducción asexual que puede afectar la tasa de crecimiento 

vegetativo, pues se ha visto que el desarrollo de conidios, interrumpe o disminuye la tasa 

extensión radial y viceversa, como lo observado con el alelo aga1Q204L que mostró una tasa 

de extensión radial relativa mayor a la de la cepa silvestre en un 43,95% y una conidiación 

de tan solo 1,11% respecto a la cepa silvestre  

  

Similarmente durante el análisis de la participación de fadA en el desarrollo A. nidu-

lans se evidenció que el bloqueo de la actividad de fadA por una proteína RGS flb A con-

duce a una reducción del crecimiento vegetativo y el cual fue necesario para que ocurriera 

la esporulación (Yu et al., 1996), resultado que concuerda con el fenotipo de la señal consti-

tutivamente inactiva obtenida con la mutación fadAG203R , que muestra un reducido creci-

miento vegetativo e hiperactividad de esporulación asexual (Yu, 2006), antagónicamente la 

señalización constitutivamente activa del complejo GTP-Gα, promueve el crecimiento ve-

getativo aéreo e interfiere bloqueando la conidiación (Krijgsheld, et al., 2013; Yu, 2006),  

 

La mutación dominante de señal activa GpaAQ204L en A. fumigatus resulta en una re-

ducida conidiación con incremento de la proliferación hifal, indicando que el gen GpaA de 

señal constitutivamente activa favorece el crecimiento vegetativo mientras inhibe la coni-

diación (Mah y Yu, 2006), tal y como se observó en cepas con el alelo aga1Q204L de A. 

chrysogenum. 

 

Otra respuesta del efecto de Gα está dado por reducción en la conidiación acompa-

ñado de un desarrollo de hifas áreas, como en el caso de P. chrysogenum, P. roqueforti y 



 

 

Fusarium sporotrichioides donde la activación de Gα1 con el alelo G42R presenta resulta-

dos consistentes a lo observado con el alelo aga1G42R en A. chrysogenum.  

 

Los alelos G42R generan una reducción en la conidiación y en la tasa de extensión 

apical en medio sólido (reducción en el diámetro de la colonia) con mayor desarrollo de mi-

celio aéreo (tendencia a fenotipo fluffy),  (Tag et al., 2000; García, et al., 2007; García, et 

al, 2009; García, et al., 2017)  similarmente en el caso de A. nidulans, M. grisea estimula el 

micelio aéreo, más no el crecimiento radial, con baja esporulación  (Fang & Dean, 2000; 

Yang & Borkovich, 1999; Yu. et al., 1996), lo que sugiere un efecto negativo sobre la tasa 

de extensión radial, una regulación negativa de la conidiación, y un efecto positivo sobre la 

formación de micelio aéreo. 

 

En el caso de M. grisea con alelos magBG42R  se presentó mayor desarrollo de hifas 

áreas, reducción de la conidiación con pérdida de la pigmentación en sus conidios (melani-

zación) y procesos autolíticos en medio V8, que fueron suprimidos con 3% de NaCl y con-

dujo al desarrollo de un fenotipo algodonoso o fluffy, mientras que en medio rico en nu-

trientes y con adición de 3% de NaCl no hubo desarrollo de hifas áreas y el micelio creció  

sobre la superficie del medio sólido, sin presentar diferencias significativas en el creci-

miento vegetativo en medio sólido entre la cepa silvestre y cepas con lo alelos magBG42R y 

magBG203R de señal Gα1 inactiva. Semejante a lo observado entre la cepa silvestre de A. 

chrysogenum y aquellas con el alelo aga1G42R, las cuales presentan tasas de crecimiento ra-

dial similares. 

 

La subunidad Gα1esta implicada en los procesos de conidiación, crecimiento radial 

y desarrollo de hifas áreas, lo cual provoca una variabilidad fenotípica que resulta ser espe-

cífica para cada especie.  

 

 

 

 



 

 

8.2 La señalización de la subunidad Gα heterotrimérica Aga1 bajo diferentes condi-

ciones de estrés.  

 

8.2.1 Estrés Osmótico 

 

Las condiciones de osmolalidad externa e internas son determinantes en la supervi-

vencia celular, pues son responsables del equilibrio hídrico y del volumen celular generado 

por osmosis.   

 

Ivey y colaboradores (1996), analizaron la respuesta a estrés osmótico de Neuros-

pora crassa empleando concentraciones 0,75M de KCl y NaCl, y 1,5M de sorbitol, obte-

niendo una reducción en la tasa de extensión radial para la cepa silvestre,  indicando que la 

proteína Gα codificada por gna-1proporciona osmosensibilidad (Ivey, et al., 2002), ésta res-

puesta es similar para las Gα heterotriméricas codificadas por cpg-1de Cyphonectria para-

sítica (Segers, et al., 2003;Seibel, et al., 2009, cga-1 de Cochiolobulus heterostrophus 

(Horwitz, et al., 1999), pga-1 de Penicillium camemberti (García, et al., 2017), Ppga-1 de 

P. chrysogenum (García, et al., 2011), pga1 de P. roqueforti (García, et al., 2009),  

 

Igualmente la exposición de las cepas aga1G42R  y  la cepa aga1Q20L4 a sales como 

KCl y NaCl mostraron comportamientos contrarios, dado que en presencia de KCl se pre-

sentó un disminución en la TERR a 0,5M, habiendo un efecto más drástico a una concen-

tración de 1M KCL, mientras que en presencia de NaCl 0,5M se favoreció el crecimiento 

de todas las cepas, con ligeras reducciones es el desarrollo del hongo a 1M, de tal manera 

que la señal constitutivamente activa de Gα produce mayor sensibilidad de las cepas a es-

trés por KCl, contrario a la presencia de NaCl donde se observa una mayor tolerancia 

 

Esta tendencia también fue vista en las especies de Penicillium sp mencionadas an-

teriormente, en los que hubo disminución en la tasa de extensión radial bajo condiciones hi-

perosmóticas, las tasas de crecimiento en las cepas con señal constitutivamente activa del 

gen pga-1 vistas durante la expresión de los alelos pga1G42R  fueron aun menores, indicando 

que la Gα activa otorgó menor resistencia a condiciones de estrés osmótico(García, et al., 



 

 

2009, 2011, 2017) sensibilidad de estas mutaciones compartida para los alelos  cpg-1QL y 

cpg-1RC de C. parasítica (Segers, et al.,2003) .  

 

La diferencia encontrada entre A. chrysogenum y las especies de Penicillium sp. ra-

dica en la respuesta a NaCl, donde P. chrysogenum, P. roqueforti y P. camemberti son más 

sensible a altas concentraciones de NaCl (1,5M) en comparación con su respuesta a KCl 

(1,5M) y con tasas de crecimiento hasta 40% menos respecto a la cepas parentales (García, 

et al, 2009, 2011, 2017); mientras que A. chrysogenum muestra más tolerancia a NaCl (1M) 

y ve favorecido su desarrollo en aproximadamente un 30%  a 0,5M de NaCl, lo cual puede 

estar relacionado a su origen evolutivo o a su hábitat y al potencial toxicológíco del Sodio.   

A. chrysogenum fue aislado de aguas residuales en la costa de la isla de Cerdeña (Brotzu, 

1948). 

 

En los casos referenciados anteriormente la deleción del gen codificante para las Gα 

heterotriméricas  permite una mayor tolerancia a estrés hipertónico (Seibel, et al., 2009; 

García, et al., 2009, 2011, 2017; Ivey, et al., 2002), salvo en N. crassa, C. parasítica  y C. 

heterostrophus, cuya ∆cga-1 mostró ser osmosensible a NaCl 0,7M que a 1M de sorbitol, 

en ambos casos se presentó reducción de la tasa de crecimiento en mayor proporción a la 

tasa de crecimiento reducida de la cepa silvestre (Horwitz, et al., 1999). 

 

La cepa ∆gna-1 de N crassa presentó mayor disminución en su tasa de crecimiento 

en comparación con la cepa silvestre, siendo más sensible a medio hiperosmótico.  En el 

caso de C. parasítica la cepa ∆cpg-1 presenta un crecimiento reducido semejante al de la 

cepa silvestre en medio hipertónico, más no mostró reducción en su crecimiento en condi-

ciones de estrés osmótico. 

 

La exposición en medios suplementados con concentraciones de 0,75M NaCl, 

0,75M KCl y 1,5M Sorbitol, no reflejaron diferencias significativas entre las TERR de la 

cepa silvestre y las correspondientes cepas delecionadas (∆gna-1 y ∆cpg-1), ni diferencia 

en medios sin suplementar, sin embargo, a mayor concentración se observó inhibición del 

crecimiento en la cepa ∆gna-1, siendo esta última más osmosensible (Ivey, et al., 1996). 



 

 

 

Seibel y colaboradores (2009) determinaron que la proteína Gα gna-1 de Hypocrea 

jecorina (anamorfo Trichoderma reseei) es dependiente de luz, el crecimiento de gna-1 se 

vio ligeramente afectado en presencia NaCl 1M y fue menor al de la cepa gna-1Q204L en luz 

continúa (LL), y más drásticamente en presencia de Sorbitol 1M, en ausencia de luz (DD) 

no hubo diferencias significativas en el crecimiento de gna-1Q204L y ∆gna-1.   

 

Por otra parte, la cepa silvestre fue sensible a NaCl y Sorbitol mostrando reducción 

de su crecimiento en mayor proporción con sorbitol en condiciones de LL.  En oscuridad 

fue mayor el decrecimiento en ambos osmolitos, sin embargo, en medio suplementado con 

NaCl presentó un leve decrecimiento en presencia de luz, tanto que en oscuridad alcanzo 

una reducción cercana al 30%, indicando que la participación de Gα heterotrimérica cumple 

un papel menor en la regulación de la respuesta a estrés osmótico en T reseei (Seibel, et al., 

2009).  

 

La tolerancia osmótica presentada a concentración 1M por T. reseei puede estar re-

lacionada con su filogenia, ésta característica puede deberse a un ancestro común con A. 

chrysogenum, también perteneciente al orden Hypocreales  

 

Ambos alelos aga1G42R y aga1Q20L4  tuvieron leves disminuciones en las TERR res-

pecto a la cepa silvestre, sin embargo el crecimiento de las cepas silvestre y aga1G42R  fue 

estimulado a concentraciones de glicerina 0,5M  , mientras que aga1Q20L4  disminuyó lige-

ramente, estos hallazgos concuerdan con los estudios de Lee y colaboradores (2016) 

cuando trabajaron con la cepa de A. chrysogenum M35,  en la que estimaron luego de 96h 

de crecimiento la concentración de cefalosporina (CPC), donde a concentraciones entre el 0 

y 8% de glicerol no hay inhibición de la producción de CPC, habiendo disminución de su 

producción a concentraciones superiores a 8%, teniendo en cuenta que existe una correla-

ción directa entre el crecimiento del hongo y la producción de metabolitos secundarios,  el 

glicerol podría actuar como estimulante del crecimiento a bajas concentraciones. 

 



 

 

Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos, en los que a concentraciones de 

glicerina 1M en el medio de crecimiento A. chrysogenum mostró un efecto más drástico, 

con disminución hasta del 56% en la TERR de las cepas, mostrando mayor sensibilidad 

aga1G42R seguido de la cepa aga1Q20L4.   

 

La respuesta a diversos tipos de estrés involucra la ruta de señalización HOG, que es 

bien conservada en hongos aun cuando no sea idéntica para todas las especies, (Duran, et 

al., 2010).  La ruta HOG es responsable de mantener un balance de agua en condiciones hi-

perosmóticas e hiposmóticas, e induce la síntesis y acumulación de glicerol, que es un “os-

molito compatible”. 

 

Los osmolitos compatibles son acumulados en la célula para contrarrestar los efec-

tos de la deshidratación generada por estrés hiperosmótico y tienen la característica de acu-

mularse en grandes cantidades sin afectar el funcionamiento de la célula.  El glicerol es 

también utilizado como fuente de carbono y como agente de protección frente a estrés tér-

mico, y es acumulado intracelularmente cuando hay una alta osmosis externa (Bahn, et al., 

2013), igualmente es concentrado en estructuras implicadas en la patogenicidad, como en el 

caso de Magnaphorte grisea, donde excede concentraciones de 3M de glicerol en el apreso-

rio mejorando la turgencia del mismo, en correspondencia a la presencia de melanina como 

estabilizador de la semipermeabilidad de la membrana celular (Horwitz, et al., 1999). 

 

Bahn y Jung (2013) revisan la ruta HOG en C. neoformans, las manifestaciones fe-

notípicas de cepas con mutaciones de algunos genes implicados en la ruta HOG, tienen re-

sultados similares a la actividad de la Gα heterotrimérica sobre el desarrollo del hongo, par-

ticularmente sobre el crecimiento, la patogenicidad (virulencia), desarrollo del apresorio, 

síntesis de metabolitos secundarios, pigmentos entre otros.   

 

La ruta HOG se activa por diversas formas de estrés, e involucra la participación de 

proteínas dependientes de AMPc (Bahn & Jung, 2013), y su concentración intracelular es a 

su vez  regulado por la subunidad Gα heterotrimérica modulando la actividad de la adeni-

lato ciclasa (Tisch et al., 2011),  y los receptores acoplados a proteínas G (Neer, 1995) que 



 

 

responden a componentes nutricionales (Gummer, et al., 2013), explicando así las similitu-

des fenotípicas que generan las disrupciones, atenuaciones y deleciones de la Gα  y genes 

implicados en la ruta HOG. 

 

Por otra parte, Ross y colaboradores (2000) encontraron que proteínas de actividad 

GTPasa (GAPs) se asocian a la subunidad Gα de las proteínas heterotriméricas aumentando 

la tasa a la cual Gα hidroliza GTP, induciendo su inactivación y la desactivación de la ade-

nilato ciclasa. Las GAPs incluyen a efectores (como la fosfolipasa C-β o PLCB1, etc.) y re-

guladores de las Proteínas G heterotriméricas, los RGS. 

  

La formación del complejo Gα-GTP (en el momento de intercambio GDP por GTP) 

requiere de proteínas reguladores tipo fosfolipasa y RhoGEF (dominio presente en las pro-

teínas RGS), que median la activación de proteínas Rho de unión a GTP y la fosfodieste-

rasa PDE-GMPc que se une a Gα heterotrimérica aumentando su tasa de hidrolisis. 

 

Estos procesos de inactivación son importantes para propiciar la formación del com-

plejo heterotrimérico G αβγ, e inactivar la ruta de señalización del dímero Gβγ que regula 

el funcionamiento de canales K+, la unión del dímero Gβγ al transportador de K+ , abre los 

canales K+ (Jin, et al., 2002, Yang, et al., 2002, Barman & Tamuli, 2015) lo que conduce a 

una alcalinización intracelular, y acidificación del medio externo en la medida que se libe-

ran protones, mientras ingresa el potasio al citoplasma (Ross & Wilkie, 2000). 

 

En ambientes hiperosmóticos por altas concentraciones de potasio, el gradiente de 

concentración obliga a una toma de potasio que luego será eliminado para restablecer las 

condiciones normales y el potencial de membrana (Bahn & Jung, 2013), la salida de potasio 

origina acidez en el citosol que es compensada con la toma de Ca+, las altas concentracio-

nes intracelulares de Ca+ disminuye el crecimiento en N. crassa (Thevissens, et al 1996, 

Silverman y Lew, 2003) y causar citotoxicidad.   

 

La alcalinización del medio de cultivo por la salida del potasio, obliga la salida de 

Ca+ y posterior ingreso de potasio, esté ingreso de potasio ocurre por intercambio de un 



 

 

protón H+ que acidifica el medio externo.  Sí la salida de calcio, es alta, es probable que el 

requerimiento mínimo de calcio necesario para la extensión apical del hongo no se cumpla, 

y sea la causal del drástico decrecimiento observado en A. chrysogenum en medio CCM su-

plementado con KCl 1M, que no ofrece fuente de calcio extracelular.  

 

La regulación de la concentración de calcio ha sido estudiada en N. crassa, y ha sido 

asociada a las funciones de la fosfolipasa C (Ivey, et al., 1996), codificada por el gen pcl-1, 

y es responsable de la liberación de Ca+, de la extensión apical y desarrollo conidial, siendo 

un efector de MAPK (Lew, et al., 2015) sobre el cual actúan las proteínas G heterotriméri-

cas (Ross & Wilkie, 2000; García & Fierro, 2017).    

 

Las variaciones en el pH inducen la activación de genes asociados a la respuesta de 

estrés osmótico, y son codificantes de transportadores de sodio, como Ena1 y Nah1 que son 

regulados por genes hog1(Jung, et al 2012); la expresión de Ena1 es un transportador 

Na+/ATPasa, que responde a condiciones de medio alcalino y a  concentraciones bajas de 

cationes, es responsable del movimiento de cationes tóxicos de sodio y litio, por el contra-

rio Nah1 responde a pH ácido y regula la homeostasis de potasio más que de sodio , ambos 

transportadores son regulados por la ruta de señalización HOG, y de la calcineurina, donde 

a pH alto (8.5) retrasa la expresión de ena1 requerido para responder a estrés por iones Na+ 

y K+ (Jung, et al 2012; Bahn, et al 2008; 2013) 

 

Los cambios en el pH no solo están asociados al flujo de iones, sino también a los 

productos del metabolismo, como en el caso de la ruta de señalización por AMPc, cuya 

producción estimula la secreción de H+, propiciando la acidificación intracelular (Neer, et 

al.,1995).  El AMPc es sintetizado por la adenilato ciclasa que es regulada por la ruta de se-

ñalización de la subunidad Gα (Omero, 1999; Lafon et al, 2006; 2000; Ivey, et al., 2002; 

Liu, et al., 2018). 

  

Los resultados obtenidos son un indicador de la presencia en A. chrysogenum de un 

posible mecanismo de regulación de movimiento de cationes mediado por acción de las 

proteínas G heterotriméricas, en el que la ruta de señalización por la subunidad Gα y la ruta 



 

 

de señalización del dímero Gβγ serían complementarias y necesarias para garantizar el 

desarrollo del hongo. 

 

 

8.2.2 Estrés Oxidativo 

 

Estudios realizados por Yang & Borkovich (1999) sobre Gα heterotrimérica gna-1 

de N crassa, y de García y colaboradores (2009, 2011, 2017) sobre los genes pga1 de P. ca-

memberti, P. chrysogenum,  revelan que interviene en la sensibilidad a estrés oxidativo,  

donde la cepa con deleción para este gen presentó alteraciones en su desarrollo, dificultades 

en la diferenciación sexual, reducción en la extensión radial,  con menor efecto de agentes 

oxidativos como H2O2  sobre la germinación de conidios, y el crecimiento vegetativo. 

 

Con la disrupción y deleción del gen gna-1 codificante de la Gα en  N. crassa, se 

observan defectos por sensibilidad a estrés oxidativo, donde la geminación en las cepas con 

deleción de gna-1 son más resistentes a peróxido de hidrógeno  (H2O2
) y su tasa de exten-

sión radial se ve reducida con desarrollo de escaso micelio aéreo,  la cepa silvestre se vio 

ligeramente afectada por la presencia de H2O2 a 10mM, con consecuencias más drásticas 

sobre la viabilidad germinal en las cepas con los alelos gna-1R178C y gna-1Q204L de señal 

constitutivamente activa(Yang & Borkovich, 1999).  

 

La no diferencia en cuanto a la respuesta de las cepas de señal activa e inactiva 

frente a paraquat, otro agente oxidante, puede deberse a la intensidad oxidativa del mismo, 

que puede ser regulado por mecanismos metabólicos de control de ROS (Yang & Borko-

vich, 1999).   

 

Los mutantes con los alelos de señal constitutivamente activa gna-1R178C y gna-

1Q204L de N crassa y los alelos aga1G42R y agaQ240L de A. chrysogenum presentaron mayor 

sensibilidad a la presencia de H2O2, donde la extensión radial se ve reducida en compara-

ción con su antagonista ∆gna-1en N crassa en posible relación al desarrollo de hifas aéreas 

(Yang & Borkovich, 1999) y con Aga1de la cepa silvestre respectivamente.  



 

 

 

La cepa silvestre de A. chrysogenum expuesta a condiciones oxidativas 50mM y 

100mM de H2O2, no mostró mayores diferencias en la TERR, mostrando una leve estimula-

ción del crecimiento a 50mM H2O2 y ligero retraso en el desarrollo a 100mM de H2O2. 

Hace pensar que la participación de aga1 en respuesta a estrés oxidativo es baja. 

 

El ligero retraso en el desarrollo a 100mM de H2O2 también fue observado por Ka-

raffa y colaboradores (2003) quienes encontraron que los niveles de producción de biomasa 

no disminuyeron durante el experimento, pero si hubo un retraso transitorio, relacionado 

posiblemente, a que la concentración 100mM de H2O2 no permite hacer el balance depen-

diente de citocromo generando ATP, y estimula la actividad de la Oxidasa alternativa (OA), 

perteneciente al sistema de respiración alternativo resistente a cianuro presente en las mito-

condrias de muchos hongos, afectando la respiración que soporta el crecimiento (Karaffa, et 

al.,2003).   

 

Resultado similar se obtuvo en la germinación de conidios de N. crassa expuestos a 

paraquat (Yang, et al (1999), y sobre el crecimiento de Hypocrea jecorina en total oscuri-

dad, donde no se presentaron diferencias significativas en el crecimiento de las cepas ex-

puestas a estrés oxidativo con menadiona, el alelo gna-1Q204L creció ligeramente un poco 

más que las cepas con deleción del gen, situación que se vio alterada por acción de la luz, 

donde en condiciones de LL, ∆gna-1  presenta un mayor crecimiento que gna-1Q204L  en 

presencia de menadiona y crece menos que gna-1Q204L  en ausencia de menadiona (Seibel, 

et al., 2009). 

 

Lo anterior sumado al comportamiento de la cepa silvestre en la que expuesta a me-

nadiona en LL presenta mayor reducción en su TERR que en condiciones DD, sugiere que 

la proteína Gna-1 no tienen una mayor participación en la respuesta a estrés oxidativo (Sei-

bel, et al., 2009). 

 



 

 

El papel de Gα como un regulador negativo de la respuesta a estrés oxidativo visto 

en N. crassa, y miembros del género Penicillium sp puede estar relacionado a otros meca-

nismos, lo que sugiere la necesidad de profundizar en la dilucidación de la respuesta a es-

trés oxidativo, y de analizar los mecanismos que permitan explicar las diferencias entre las 

tasas de crecimiento de cepas con alelos de señal constitutivamente activa Q204L y G42R. 

 

La ruta HOG ha sido considerada como una ruta constitutiva de respuesta a estrés 

en hongos filamentosos y las vías de señalización con las que interactúa la ruta HOG, igual-

mente pudiesen estar compartidas en las diferentes especies.  Frente al estrés oxidativo se 

ha visto que el peróxido de hidrógeno, inducen la señal activadora de la MAPK cinasa 

HogA (Furukawa, et al 2005)  que actúa sobre la transcripción de genes como veA de A 

flavus, que lo hace más tolerante a este tipo de estrés, por activación de genes de respuesta 

a estrés oxidativo, donde el factor de transcripción que se une a regiones promotoras de es-

tos genes AtfB, también es dependiente de VeA y activa a la Super Oxido Dismutasa 

(SOD) dependiente de magnesio y a genes vinculados a la producción de aflotoxinas 

(Baida, et al., 2014). 

 

Genes ortólogos a Hog1 de S. cerevisie (Hog1), fueron encontrados en varios hon-

gos filamentosos como M. grisea (Osm-1), N. crassa (Os-2), C. parasítica (CpMk1), Colle-

totrichum lagenarium (Osc-1), son genes considerados como esenciales para sobrevivir a 

condiciones de alta osmolaridad (Furukawa, et al 2005).  En el que La SOD actúa sobre es-

pecies ROS, eliminando aniones superóxido producto de la respiración aerobia (Pérez et al., 

2010), por lo que la participación de aga1 estaría ocurriendo mediante la activación indi-

recta de un posible gen ortólogo a HogA de A nidulans. (Furukawa, et al 2005). 

 

En este contexto se realizó un blast P utilizando la secuencia de aminoácido de 

HOG A de A nidulans para encontrar la proteína ortóloga en A. chrysogenum, la búsqueda 

realizada permitió identificar la proteína registrada con el número de acceso KFH47112.1 

de la base de datos del NCBI, la cual presenta un 83% de identidad. 

 



 

 

Otros sistemas degradadores de ROS hallados en A. chrysogenum, son la catalasa, el 

sistema glutatión reductasa y el sistema tioredoxina reductasa (Liu, et al 2011). La flavo-

proteina tioredoxina reductasa (codificada pro actrxR1) cataliza la reducción de tioredoxina 

(codificada por trxR), y se considera es responsable de la respuesta a estrés oxidativo de 

baja intensidad; mientras que el sistema glutationa reductasa (codificado por grlA) es res-

ponsable de la respuesta a estrés oxidativo de alta intensidad, donde la ausencia de grlA por 

deleción mostró reducción en la tasa de crecimiento, reducción de la germinación de espo-

ras (Liu, et al., 2012).  Por otro lado, mediante análisis de ARN encontraron que la res-

puesta al estrés oxidativo en A. chrysogenum está vinculado a la ruta de señal de Ca+. 

(Kluge, et al., 2017)   

  

De esta forma la eficiencia en el control del estrés oxidativo se debe al trabajo com-

plementario de los sistemas que favorecen la disponibilidad de oxígeno y reducen las espe-

cies ROS (Kluge, et al., 2017) que se forman durante el metabolismo principalmente por 

respiración (Yang & Borkovich, 1999) y consecuentemente favorecen el desarrollo del 

hongo, donde la participación de las proteínas G heterotriméricas, ocurre de una forma indi-

recta activando efectores derivados de la ruta de señalización de Gα y la ruta de señaliza-

ción de Gβγ 

 

 

8.2.3 Estrés lumínico 

 

La fotoperiodicidad puede tener efectos sobre los hongos filamentosos, así como 

existen hongos que no despliegan respuestas a la influencia de la Luz.  La respuesta a dife-

rentes longitudes de onda se relaciona con cambios térmicos, que a su vez activan molécu-

las fotosensibles. 

 

Los ritmos lumínicos se conocen como ritmos circadianos que influyen sobre el 

desarrollo y metabolismo de los hongos.  Los ritmos circadianos pueden llegar a compren-

der cortas pulsaciones de luz o exposiciones más prolongadas durante el día, el estado nu-

tricional puede alterar este ritmo. 



 

 

 

Las consecuencias morfológicas más evidentes de un ritmo circadiano es la forma-

ción de zonas concéntricas de mayor conidiación, la luz constante altera el ritmo haciendo 

que los hongos esporulen más o menos continuamente.  El crecimiento es regulado por el 

reloj bilógico intrínseco de cada especie que se conecta con distintas rutas de transducción 

de señales en la que participan diversos pigmentos fotosensibles.   

 

Muchos pigmentos fotoreceptores son reguladores de las señales intracelulares y es-

tán relacionados a la Luz azul como las flavinas y los carotenoides (Ramsdale, en Gow, et 

al., 1997) aunque poco se conoce sobre su relación con las proteínas Gα heterotriméricas. 

 

Analizando la participación de aga1de A. chrysogenum en función de la fotoperiodi-

cidad, se observó que un fotoperiodo LD favorece en un 16,85% el crecimiento de la cepa 

silvestre, mientras que no muestra un efecto sobre el crecimiento de las cepas aga1G42R y 

aga1Q204L,  similarmente ocurre en condiciones LL donde se observó un ligero decreci-

miento en colonias con el alelo aga1Q204  y en las cepas con alelos gna-1R178C y gna-

1Q204Lde N. crassa, situación que indica que el efecto de la luz sobre A. chrysogenum y N. 

crassa,  actúa por otro mecanismo que puede tener una respuesta en común con Gα, pero 

que genera una inhibición del crecimiento quizás debido a mecanismos de retroalimenta-

ción negativa de las rutas de señalización  

 

Diversos estudios establecen que las proteínas Gα heterotriméricas son activadoras 

de la enzima adenilato ciclasa responsable del aumento de AMPc intracelular (Yang & Bor-

kovich, 1999;Tisch, et al., 2011),  responsable del crecimiento por ser activador de diversas 

rutas que se relaciona con proteínas Ros y Ras que intervienen en el crecimiento y activa-

ción del ciclo celular, desarrollo de hifas áreas, fertilidad sexual, producción de metabolitos 

secundarios (Liu & Dean, 1997; Lafon et al., 2006; Tisch, et al. 2011; Degani, et al., 2013; 

Liu et al., 2018) A su vez el AMPc en exceso conduce a inhibir su producción por retroali-

mentación negativa pues es activador de la fosfocinasa A (PKA), que se une a fosfodieste-

rasas (PDE) responsables de degradar AMPc,. 

 



 

 

La adenilato ciclasa también se ha visto que es activada por acción de la luz, me-

diante la señalización que involucra la activación de proteínas con dominio PAS/LOV 

(LOV, sensibilidad a luz azul) como ENVOY, que es un activador de la proteína Gα hetero-

trimérica Gna-3 de T reseei (Schuster & Schmoll, 2009), la cual también actúa sobre PDE, 

activándolas (Schmoll, et al., 2005; Tisch, et al., 2011). La activación de sistemas de fotore-

cepción como ENVOY de especies de Trichoderma sp. o white collar WC1 y WC2 que in-

teractúa con VIVID una flavoproteína que responde a la luz azul y regula los genes del reloj 

circadiano en N. crassa, crean un efecto estimulador del crecimiento y favorecen otros pro-

cesos morfogenéticos (Schmoll, et al., 2005). 

 

Lo anterior explicaría la ligera estimulación del crecimiento de A. chrysogenum bajo 

fotoperiodicidad LD, sin embargo bajo un régimen LL es probable que se haya presentado 

una  sobre producción de adenilato ciclasa y con esto una inhibición de la acción del AMPc 

donde la no afectación sobre el crecimiento sería un indicativo de que aga1 es indepen-

diente de la Luz, los cual también es soportado por las TERR halladas que indican que la 

cepa silvestre en condiciones de iluminación constante o en oscuridad crecen a la misma 

velocidad. 

 

En las transformantes aga1G42R y aga1Q204L por estar la señal activa de Gα, sumada 

a la posible activación de una ruta de señalización activada por Luz que involucre proteínas 

homologas a VIVID de N. crassa o ENVOY de T. reseei, conduciría a concentraciones ba-

jas de  AMPc intracelular y como consecuencia habría una reducción en el crecimiento y 

proliferación similar sobre esto alelos , lo que explicaría porque en condiciones de LL A. 

chrysogenum haya mostrado un ligero retraso en su crecimiento, soportando aún más la 

idea de que la señalización de la proteína Aga1 es independiente de Luz, y que pueden ha-

ber proteínas reguladas por acción de la luz. 

 

El fenotipo macroscópico de la cepa silvestre de A. chrysogenum no muestra forma-

ción de bandas de conidiación e interbandas sin formación de hifas aéreas características 

del ritmo circadiano en N. crassa no muestra indicios de ritmicidad asociada al crecimiento 



 

 

hifal (o no para los fotoperiodos empleados), por lo que es posible que carezca de ritmo cir-

cadiano. La ausencia de ritmos circadianos en hongos se relaciona con la autosostenibilidad 

de los ciclos metabólicos (Ramsdale, en Gow, et al., 1999) que explicaría la capacidad de 

A. chrysogenum para adaptarse a nuevos ambientes (Karaffa, et al., 2003) y el desarrollo de 

hifas de crecimiento rápido observado en la macromorfología de las colonias en condicio-

nes de crecimiento normales y bajo condiciones de estrés. 

 

 

CONCLUSIONES 

 

La subunidad Gα del subgrupo 1 de A. chrysogenum regula la conidiación negativa-

mente, mientras que su participación sobre la regulación del crecimiento radial es positiva. 

 

La subunidad Aga1 actúa como un regulador negativo de la respuesta a estrés hi-

perosmótico causado por sales, lo que conduce a un retraso en el crecimiento.  Frente a os-

molitos como la glicerina, no se observó el mismo efecto. 

 

La subunidad Aga1 participa en la regulación de la respuesta a estrés oxidativo ge-

nerado por peróxido de hidrógeno, lo que resultó evidente bajo el efecto del alelo aga1G42R. 

 

La subunidad Aga1 bloquea la respuesta al estímulo positivo que genera la fotope-

riodicidad 12horas luz-12 horas oscuridad sobre el crecimiento vegetativo de A. chrysoge-

num. 

 

 

RECOMENDACIONES 

 

Las rutas de transducción de señales de las proteínas G heterotriméricas, implican 

diversos mediadores (efectores y reguladores) y factores de transcripción que aún permane-

cen desconocidos en A. chrysogenum y muchos hongos filamentosos, haciéndose necesario 



 

 

profundizar a través de la investigación, en la dilucidación de los mismos y de su papel en 

la morfofisiología de los hongos.  

 

Particularmente el papel de Gα como un regulador negativo de la respuesta a estrés 

oxidativo visto también en otras especies de ascomicetos puede estar relacionado a otras ru-

tas de señalización, lo que sugiere la necesidad de analizar la interacción entre las rutas de 

señalización de la respuesta a estrés oxidativo y osmótico. 

 

Dada la alta conservación de la ruta de señalización HOG, es necesario investigar la 

posible existencia de un gen ortólogo al gen hogA presente en A. flavus, al cual se le atribu-

yen la activación de la ruta de la SOD y de control de especies ROS, al igual que la presen-

cia de intercambiadores de iones activados de forma directa e indirecta por las proteínas G 

heterotriméricas. 

 

Las variaciones de pH intracelular por presencia de AMPc, la activación de enzimas 

adenilato ciclasa, fosfolipasas y fosfodiesterasas en función de la posible especificidad de 

las subunidades de las proteínas Gα heterotriméricas, es una línea de trabajo amplia, que re-

quiere de mayores estudios en los hongos como A. chrysogenum, para comprender mejor 

las vías de señalización intracelular.  
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