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La divisién Ascomycota comprende alrededor del 75% de las especies flingicas descritas e incluye espe-
cies de enorme importancia médica, fitosanitaria, agricola y biotecnoldgica. La capacidad para propagarse,
explorar y colonizar nuevos sustratos es una caracteristica de vital importancia para este grupo de orga-
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nismos. En ese sentido, procesos como la germinacién conidial, la extension de las hifas y la esporulacién
constituyen el eje central del desarrollo en la mayoria de los hongos filamentosos. Estos procesos requie-
ren de una maquinaria morfogénica especializada, coordinada y regulada por mecanismos que adn estan
siendo dilucidados. En los Gltimos afios se ha avanzado sustancialmente en la comprensién del papel
que desempeiia la ruta de sefializacién mediada por proteinas G heterotriméricas en los procesos bio-
légicos basicos de diversos hongos filamentosos. Por lo anterior, esta revisién se enfoca en el papel
que desempefian las subunidades alfa de dichas proteinas en los procesos morfogénicos de los hongos

filamentosos de la divisién Ascomycota.
© 2016 Asociacion Esparfiola de Micologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Todos los derechos
reservados.

Role of G-protein alpha sub-units in the morphogenic processes of filamentous
Ascomycota fungi

ABSTRACT

The phylum Ascomycota comprises about 75% of all the fungal species described, and includes species
of medical, phytosanitary, agricultural, and biotechnological importance. The ability to spread, explore,
and colonise new substrates is a feature of critical importance for this group of organisms. In this regard,
basic processes such as conidial germination, the extension of hyphae and sporulation, make up the
backbone of development in most filamentous fungi. These processes require specialised morphogenic
machinery, coordinated and regulated by mechanisms that are still being elucidated. In recent years,
substantial progress has been made in understanding the role of the signalling pathway mediated by
heterotrimeric G proteins in basic biological processes of many filamentous fungi. This review focuses on
the role of the alpha subunits of heterotrimeric G proteins in the morphogenic processes of filamentous
Ascomycota.

© 2016 Asociacion Esparfiola de Micologia. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. All rights reserved.

Los hongos filamentosos conforman uno de los grupos biolé-
gicos de mayor abundancia en la biosfera y tienen un importante
impacto para el hombre, ya sea como patégenos de plantas y/o
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animales, o en aplicaciones en diferentes ambitos: farmacéu-
tico, industrial, alimentario, agricola, entre otros. En los hongos
filamentosos de la division Ascomycota la unidad central de
crecimiento es la hifa®8. A pesar de su aparente simplicidad, las
hifas son estructuras extraordinarias que permiten que estos
organismos colonicen una gran variedad de habitats. Cada hifa
consiste en una serie lineal de células haploides vegetativas,
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mono o multinucleadas, separadas por septos que permiten la
migracién de organulos y nutrientes entre células, y propician
la compartimentalizacién de funciones, procesos ambos en los que
resulta crucial la participacién de las proteinas septinas*’°. Por una
parte, el extremo apical es el que direcciona el crecimiento y, en
condiciones nutricionales adecuadas, se elonga constantemente;
por otra parte, las células subapicales pueden generar nuevas hifas
mediante ramificaciones laterales que incrementan la superficie
del entorno a ser explorada®*. Esta dinimica de crecimiento
en la superficie de medios de cultivo sélidos genera una colonia
simétricamente radial que se expande a una velocidad constante©6.

Con el fin de afianzar su supervivencia, los hongos filamento-
sos necesitan asegurar la dispersién de sus propagulos, razén por
la cual desarrollan hifas aéreas que les permiten iniciar la elabo-
racion de estructuras multicelulares de reproduccién asexual que
son conocidas como «conidi6foros». La estructura del conidiéforo
es diversa; pueden ser simples o ramificados, y en ocasiones pue-
den estar agrupados en una estructura denominada conidioma.
Estos conidi6foros producen esporas asexuales, mono y/o multi-
nucleadas, denominadas conidias. La regulacién molecular de la
conidiacién es complejay esta sujeta a diversos factores del entorno
circundante?864, Una vez liberada, y después de un periodo de dor-
mancia en el que alcanza su madurez fisiolégica, la conidia germina.
Para que este proceso ocurra es necesaria una sefial medioambien-
tal que indique la existencia de un ambiente favorable en el entorno
y modifique la tasa metabélica de la conidia®>7. Esta sefial externa
desencadena un crecimiento isotrépico que rehidrata e incrementa
el volumen de la conidia, al tiempo que ocurren cambios meta-
bélicos caracteristicos tales como la disminucién intraconidial de
manitol y/o trehalosa'®?4, En un momento dado, el crecimiento
deja de ser isotrépico para convertirse en polarizado, lo que con-
lleva finalmente la aparicién del tubo germinal. En este proceso
es fundamental la coordinacién entre la actina y los microtdbulos
para el establecimiento del citoesqueleto y el redireccionamiento
de la maquinaria morfogénica al sitio de polarizacién®3*, Una vez la
conidia ha germinado da comienzo el crecimiento vegetativo, con el
mantenimiento permanente del crecimiento polarizado de la nueva
hifa, hecho que los diferencia de las levaduras®3. Posteriormente la
organizacién funcional alcanzara su madurez cuando el sistema de
vesiculas secretoras direccionadas al extremo de la hifa se acumule
temporalmente de manera estratificada en una estructura apical
denominada Spitzenkérper, que organiza el crecimiento hifal®°.

Como podemos ver, la conidiacién, la germinaciéon conidial y
el crecimiento apical de las hifas son eventos que conforman el
eje central del desarrollo en los hongos filamentosos. Se trata de
procesos que requieren de coordinados y complejos sistemas
de regulacién en los que estan implicadas algunas rutas de trans-
duccién de sefiales que son reguladas por mecanismos que atin no
se conocen o que estan siendo dilucidados. Una comprensién pro-
funda de las bases moleculares de estos mecanismos es de gran
importancia y tiene implicaciones practicas. Por un lado, en el caso
de los hongos patégenos, bloquear cualquier estadio de su desarro-
llo seria una forma efectiva de combatirlos, y conocer las vias de
transduccién de sefial y los efectores que controlan el desarrollo
permite buscar dianas terapéuticas sobre las que actuar. Por otro
lado, en el caso de hongos de uso industrial, el conocimiento de
estos mecanismos regulatorios puede permitir mejoras en aspectos
como la eficiencia en la germinacién y la tasa de crecimiento. En los
altimos afios, se ha avanzado en la comprension de laimportanciay
del rol de la ruta de sefializacién mediada por proteinas G heterotri-
méricas en los procesos biol6gicos basicos de hongos filamentosos.
Tomando en consideracién lo anterior, el presente trabajo presenta
de manera sucinta las caracteristicas generales de las proteinas G
heterotriméricas y profundiza en el papel que desempeiian las
subunidades alfa de dichas proteinas en los procesos morfogénicos
de los hongos filamentosos de la divisién Ascomycota.

Proteinas G heterotriméricas

Este grupo de proteinas conforman una subfamilia denominada
GTPasas heterotriméricas, incluida en la clase translation factor-
related (TRAFAC) de GTPasas que contienen el motivo P-loop?’.
Esencialmente, estas proteinas G acoplan los receptores integra-
dos en la membrana citoplasmatica con una amplia variedad de
efectores intracelulares, como canales i6nicos o enzimas, lo cual
hace fluctuar la concentraciéon de segundos mensajeros en el cito-
sol (por ejemplo, AMP ciclico) y desencadena una respuesta celular
al estimulo proveniente del entorno®>.

Componentes funcionales y ciclo de activacién e inactivacién

Las proteinas G heterotriméricas estan compuestas por tres
subunidades: alfa (Ga), beta (GB) y gamma (Gvy), que en su estado
inactivo se hallan asociadas formando un trimero en el lado interno
de la membrana celular. Este trimero (a-3-y) se encuentra ademas
asociado a una proteina receptora ubicada en la membrana celular,
que pertenece a la familia G protein-coupled receptor (GPCR), que
responde a una amplia variedad de ligandos“. La subunidad alfa es
una GTPasa que se encuentra anclada a la membrana mediante un
grupo miristoilo o palmitoilo?3, y tiene una molécula de guanosina-
difosfato (GDP) unida a ella. La estimulacién de la proteina G por
un receptor activado conlleva el intercambio de GDP por GTP en
la subunidad alfa, proceso que ocasiona la separacién del complejo
heterotrimérico en dos componentes: la subunidad alfa unida a una
molécula de GTP y, por otra parte, las subunidades beta y gamma,
que debido a su estructura permanecen fuertemente asociadas en
forma de dimero y ancladas a la membrana a través de la prenila-
cién de la subunidad Gy'761.93, Ambas subunidades, el monémero
alfa y el dimero G3-y, son entonces capaces de interactuar con
moléculas efectoras (fig. 1). Todas las subunidades alfa son GTPasas,
y cuando el GTP es hidrolizado a GDP, la subunidad alfa se rea-
grupa con el dimero Gf3-v, retornando asi la proteina G a su estado
inactivo inicial (a-B-v) asociado al receptor de membrana!” 6.

Debido a que la actividad GTPasa intrinseca de la subunidad alfa
determina el tiempo que la sefial permanece activa, su modifica-
cion regulara el ciclo de activacién de la sefial. En este sentido,
se ha caracterizado un grupo de proteinas que cumple una fun-
cién aceleradora de la actividad GTPasa de tal subunidad, al actuar
como GTPase activating protein (GAP) y disminuir drasticamente el
tiempo de activacion de la sefial, por lo que su efecto es inhibitorio.
Esta familia de proteinas ha sido denominada regulator of G-protein
signaling (RGS)°2. Por otra parte, se ha descrito la existencia de
un grupo de proteinas que pueden regular positivamente la sefial
mediada por proteinas G de una manera totalmente independiente
de los receptores GPCR, grupo que ha sido denominado activators
of G-protein signaling (AGS) (fig. 1)”2. De este grupo de proteinas
hay un subgrupo de particular interés, ya que tales proteinas pre-
sentan uno o varios motivos reguladores, también conocidos como
motivos GoLoco, con los que interaccionan con la subunidad Ga
unida a GDP para formar en algunas ocasiones complejos proteicos
y evitando la reagrupacion del heterotrimero®?.

Proteinas G heterotriméricas en Ascomycetes filamentosos

Las GTPasas triméricas en hongos, al igual que en animales, se
clasifican dependiendo de la similitud estructural y funcional de
su respectiva subunidad alfa®. Al analizar varios genomas fiingi-
cos depositados en las bases de datos se encontré que, a diferencia
de las levaduras que poseen dos subunidades Ga, la gran mayo-
ria de los Ascomycetes filamentosos poseen tres subunidades Ga,
junto con una Gnica subunidad Gf3 y otra Gv, lo que les permite
formar tres diferentes proteinas G heterotriméricas®?82°, Actual-
mente, siguiendo el criterio definido por Bélker®, se consideran tres
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Figura 1. Esquema del ciclo de activacién/inactivacién de las proteinas G heterotri-
méricas. Se muestran las tres principales rutas de sefializacién que pueden acoplar la
sefial transmitida por estas proteinas G. También se indica el papel de las proteinas
RGS y AGS en el ciclo.

grupos de proteinas G heterotriméricas fingicas (gruposiI, 11 y111).
El grupo1 (Gal) contiene las subunidades Ga con el mayor grado
de conservacién filogenética, y parece ser el grupo con mayores
efectos pleiotrépicos en los hongos, y el Ginico grupo que afecta
significativamente el metabolismo secundario”®. Estas subunida-
des, debido a la presencia de los motivos de miristoilaciéon en el
extremo N-terminal y de ADPribosilacién por la toxina pertussis
en el extremo C-terminal, se encuentran relacionadas con el grupo
Ga; de mamiferos. Esto hizo pensar que este subgrupo provoca-
ria una disminucién del AMP ciclico intracelular tal como ocurre
en eucariotas superiores, pero en muchos hongos filamentosos el
efecto parece ser el opuesto?2-31:82.85 Por su parte, el grupo 11 (Gal)
incluye las subunidades con mayor heterogeneidad filogenética
y sin un equivalente claro en mamiferos. Finalmente, el grupo 111
(Gadll) abarca las subunidades que se consideran analogas al grupo
Goas de mamiferos debido al efecto positivo sobre los niveles de
AMP ciclico intracelular en levaduras®; sin embargo, esta relacién
parece ser mas funcional que estructural, puesto que en casos como
el de Neurospora crassa, la subunidad GNA3 tiene mayor simili-
tud con el subgrupo Ga;, del ser humano que con el grupo Gos™°.
Con la secuenciacién de genomas completos se ha reportado de
manera reciente en algunos hongos filamentosos la presencia
de una cuarta subunidad Ga, que no tiene una identidad filogené-
tica propia como los tres grupos ya mencionados, y cuya funcién
es adn desconocida. Este es el caso de Metarhizium anisopliae,
Stagonospora nodorum, Penicillium roqueforti, Aspergillus oryzae y
Thielavia terrestres> 1932105,

Debido al hecho de que la activacién o inactivacién de la sefial
de transduccién depende de la actividad GTPasa de las subunida-
des Ga, para el estudio funcional de las mismas ha sido de gran
ayuda el desarrollo de alelos modificados, que se comportan de
manera dominante y que provocan una activacién constitutiva
de la sefal puesto que producen una subunidad G« cuya actividad
GTPasa esta disminuida o afectada completamente. Tal es el caso
de las modificaciones G42R, R178L, G183S, R205H y Q204L para
las Gal, o G45L, R182L, G187S y Q208L para las pertenecientes al
grupo 111°1 2495101106 De manera similar también se han generado
alelos que afectan la unién de la subunidad Ga con el dimero G3-y
y evitan la separacion del trimero, lo que inactiva la sefial. La modi-
ficacion mas ampliamente usada es la G203R para el grupo1y su
analoga la G207R para las GallI23101.107 13 incorporacién de estos
alelos conlleva, en la mayoria de los casos, alteraciones fenotipicas
importantes, ademas de afectar a aspectos como la patogenicidad
o la produccién de metabolitos secundarios®23°%>1, Por ejemplo,
en Aspergillus nidulans la incorporacién del alelo con la modifica-
cién G42R (Gal) generd un fenotipo en el que prolifera el micelio
aéreo sin la produccién de conidi6foros, al que se denomino «fluffy»
y que perdi6 su capacidad productora de esterigmatocistina®36.103,
En casos como el de Magnaporthe grisea, los alelos G187 y Q208L
(Gadll) inducen un incremento del cAMP intracelular y la genera-
cién de apresorios en condiciones no inductoras, lo que promueve
su fitopatogenicidad®!. Estos efectos fenotipicos suceden como
consecuencia de la afectacion de algunos procesos morfogénicos
en los que se profundizara a continuacién.

Finalmente cabe sefalar que hasta el momento, en los hon-
gos, se ha demostrado que la sefializacién mediada por proteinas G
heterotriméricas es transmitida a través de una de las siguientes
rutas: a)via adenilato ciclasa con modificacién de la concentra-
cién de AMP ciclico intracelular!4448285 y en consecuencia con
la regulacién de la actividad de la proteina cinasa dependiende de
AMP ciclico (PKA)3#4; b)a través de la ruta de las proteinas cina-
sas activadas por mitégenos (MAPK)'373, y ¢) por afectacién de la
fosfolipasa C74 (fig. 1).

Participacion de las subunidades G« en los procesos
morfogénicos

Germinacion conidial

El estudio de las sefales de transduccién que afectan la germina-
cién conidial es un tema relativamente poco abordado; a pesar de
ello, algunas rutas de sefializacién han sido vinculadas a la germina-
cién conidial. Es el caso de la sefializacién mediada por proteinas G
monoméricas tipo Ras, que se han asociado principalmente al creci-
miento isotrépico y su transicion al crecimiento polarizado!83397,
Sin embargo, la evidencia experimental indica que otros aspectos
del proceso son regulados en los hongos filamentosos por protei-
nas G heterotriméricas'>14107_ En este sentido, la cascada mediada
por AMP ciclico/PKA es el mecanismo mas ampliamente estudiado,
y se ha comprobado que tanto en A.nidulans como en N.crassa
ejerce un control primordial en pasos criticos que suceden en eta-
pas tempranas del proceso germinativo, tales como la hidrélisis
de la trehalosa y la acumulacién de glicerol'®111688 Respalda lo
anterior el hallazgo de que en A. nidulans la GTPasa trimérica con-
formada por la subunidad Galll y el dimero -y (Galll-B-y) juega
un papel estimulador del proceso, ya que participa en la detec-
cién de la fuente de carbono (glucosa), y en respuesta a ello se
incrementan los niveles de AMP ciclico dentro de la conidia, lo
cual desencadena la germinacién®#°, Trabajos posteriores realiza-
dos en la basqueda de la participacién de esta subunidad (Galll)
en Talaromyces marneffei, Trichoderma atroviride y Botrytis cinerea
han corroborado lo hallado en A. nidulans, ya que en todos los casos
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Tabla 1
Efectos descritos de las subunidades Ga de los grupos 1, 11 y 111 sobre los procesos de germinacion, crecimiento y conidiacién en especies de hongos ascomicetos filamentosos
Especie Tipo de subunidad Go: gen Efecto sobre Referencia
Germinacién conidial Crecimiento vegetativo Conidiacién
Alternaria alternata Gal: agal ? + + GED
Aspergillus flavus Gal: fadA? nd + - 3
Aspergillus fumigatus Gal: gpaA nd + - 16.23,102
Aspergillus nidulans Gal: fadA nd + = 36.56,103
Galll: ganB + 945,102
Aspergillus oryzae Gal: aorfadA nd - 60
Botrytis cinerea (Botryotinia fuckeliana) Gal: begl ns + + 29
Gall: bcg2 ns ns ns 29
Galll: beg3 + nd + =
Cochliobolus heterostrophus Gal: cgal + + nd 227
Colletotrichum graminicola Gal: cggl + nd + £
Colletotrichum trifolii Gal: ctg-1 + nd nd £
Cryphonectria parasitica Gal: cpg-1 nd ? - 2076
Gall: cpg-2 nd ns ns 20
Galll: cpg-3 nd nd nd Z
Fusarium fujikuroi Gal: ffg1 nd ns nd £2
Gall: ffg2 nd ns nd 82
Galll: ffg3 nd + nd 2
Fusarium graminearum Gal: Gzgpal nd ns nd [o0
(Giberella zeae)
Fusarium oxysporum Gal: fgal ns + + B
Galll: fga2 nd ns ns <0
Fusarium sporotrichoides Gal: fadA? nd - BB
Magnaporthe grisea Gal: magB nd + + 51,52
Galll: magA nd ns ns Rle2
Monascus ruber Gal: mgal nd + + 4J
Neurospora crassa Gal: gnal + + - EED
Gall: gna2 ns ns ns 2389
Galll: gna3 + + - 144195
Penicillium chrysogenum Gal: pgal + + - R22825
Penicillium roqueforti Gal: pgal? + + - 228820
Stagonospora nodorum Gal: gnal nd + + BIEZEl
(Phaeosphaeria nodorum)
Talaromyces marneffei Gal: gasA nd ns - 7106
Galll: gasC + ns - 77
Trichoderma atroviride (Hypocrea atroviridis) Gal: tgal nd + - ol
Galll: tga3 + + - 30,104
Trichoderma reesei (Hypocrea jecorina) Gal: gnal nd ? = 78,85
Galll: gna3 nd - - [ALES
Trichoderma virens (Hypocrea virens) Gal: tgaA ns ns ns EZ8
Gall: tgaB ns ns ns £e

nd: el efecto no fue determinado; ns: Ga no produce un efecto significativo en la caracteristica analizada; +: el efecto es positivo; —: el efecto es negativo; ?: los resultados

son contradictorios o poco claros.

2 Se us6 un gen heterélogo de una especie relacionada. El gen homélogo no ha sido descrito.

la ausencia de la subunidad Galll afecté negativamente la cinética
de germinacién conidial'3194197_ Por lo tanto, el papel positivo de
Galll en la germinacién parece ser algo generalizado en los hongos
filamentosos (tabla 1).

Por otra parte, los resultados sobre la participacién de la subu-
nidad Gal en la germinacién no son tan consistentes. En primer
lugar se debe considerar que en algunos Ascomycota filamentosos
se ha abordado el efecto morfogénico de la ruta mediada por pro-
teinas G heterotriméricas pero sin ningiin experimento orientado
especificamente a establecer la relacién de Gal con la germina-
cién conidial. Por ejemplo, en A. nidulans, Cryphonectria parasitica,
Fusarium fujikuroi, Gibberella zeae y T. marneffei no se ha abordado
este aspecto’7-80:82,100.106 'E] yso en ensayos de germinacién coni-
dial de una cepa de M. grisea con la delecién del gen codificante
de Gad no fue posible al no haber produccién de conidias®!. Por su
parte, en los fitopatégenos Fusarium oxysporum y B.cinerea la eli-
minacién de Gal no generé ningtin efecto observable en la cinética
germinativa??3?; de hecho, en B.cinerea la responsabilidad en la
activacién de la germinacién parece recaer Ginicamente en Galll'>.

En segundo lugar, tenemos un grupo de hongos filamentosos
en el que la subunidad Gal es, de alguna manera, necesaria para
la germinacién. Los primeros reportes proceden de dos hongos
fitopatégenos, Cochliobolus heterostrophus y Colletotrichum trifolii,

en los que la eliminacién o la disrupciéon del gen que codi-
fica esta subunidad afecté notoriamente la tasa de germinacién
conidial'237:86_ En particular, en C. trifolii 1a germinacién estuvo
acompaiada de un incremento del ARN mensajero del gen ctg-1
(Gal)en las conidias germinantes®6. En estas dos especies, los resul-
tados indican que Gal desempefia un papel relevante en las etapas
tempranas de la germinacién. Posteriormente, nuestro grupo de
trabajo describié que la activacidn constitutiva de la sefial mediada
por la subunidad Gal de P.roqueforti desencadena la germina-
cién aun en un entorno sin fuentes de carbono, lo que sugiere
ademas que dicho efecto esta relacionado con el incremento en
los niveles de AMP ciclico intracelular?!. Al examinar con mayor
profundidad el proceso en Penicillium chrysogenum se observé que
la delecién de esta subunidad ralentizé la cinética de germina-
cién y disminuy6 la tasa de conidias germinadas, un efecto no tan
drastico como el documentado en C. trifolii, mientras que la acti-
vacién constitutiva de la sefial produjo resultados similares a los
observados en P.roqueforti2!24, Los resultados también sugieren
la participacién del AMP ciclico en la induccién de la germina-
cién en P. chrysogenum?*. En cepas de Alternaria alternata defectivas
en Gal se produjo una ralentizacién en la cinética de germina-
cién similar a la observada en P. chrysogenum®?3. Recientemente se
ha observado que en P.roqueforti Gal promueve la germinacién
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conidial reprimiendo la expresién de un factor transcripcional del
tipo Zn(I),Cysg que ademas regula de manera negativa los genes
brlA, abaA y wetA de la ruta central reguladora de la conidiacién?’.
Se han publicado también evidencias indirectas que respaldarian la
participacién de las subunidades Ga en la germinacion conidial en
G.zeae y Trichoderma virens>”:53,

En un reciente estudio transcriptémico de la germinacién coni-
dial en Aspergillus niger se encontr6 que el gen que codifica la
subunidad Galll se expresa a niveles muy bajos, al menos durante
las 8 h posteriores al inicio del proceso germinativo, por lo que
no se considera que posea un rol importante en el proceso. Por el
contrario, los datos sugieren una temprana y fuerte participacién
de Gal aun desde la fase de dormancia de la conidia, por lo que
puede observarse un pico de expresion 2 h después de iniciado el
proceso®”’. Al realizar un estudio similar en Aspergillus fumigatus se
encontré que gpaA (que codifica la subunidad Gal) es uno de los
genes que se transcriben casi de manera constitutiva en la fase de
dormancia de la conidia, y su expresion se incrementa alrededor
de 7 veces después de 30 min de inducida la germinacién“®. Estos
resultados demuestran la participacién de Gal en las fases tempra-
nas de la germinacién en A. niger y A. fumigatus, y son consistentes
con lo observado en P. chrysogenum, P.roqueforti, C. heterostrophus
y C. trifolii>1-2437.86_ Esta participacién preponderante de Gal en la
germinacion conidial en A. niger y A. fumigatus contradice lo obser-
vado en A.nidulans, donde el rol central es desempefiado por la
subunidad GallI*>. Resulta llamativo, por tanto, que entre especies
del mismo género se observen diferencias en cuanto a la participa-
cién de las subunidades Go en la germinacion.

Con esta diversidad de resultados en diferentes Ascomycota
filamentosos en lo referente a la participacién de Gal en la germi-
nacion, merece la pena destacar el caso del hongo modelo N. crassa.
Teniendo en cuenta que algunos trabajos previos habian abordado
el analisis de las subunidades Ga de manera separada, se gener6
un triple mutante (se delecionaron los genes de los tres tipos de
Ga), pero no se realizé ninglin analisis experimental para evaluar
laincidencia en la germinacién conidial*'. Sin embargo, al estudiar
recientemente una proteina no-GPCR que induce el intercambio de
GDP por GTP, que activa la sefial, se dilucid6 el papel de las Ga en
la germinacién'4. Los resultados indican que tanto Gol como Galll
son necesarias enlaregulacién del proceso germinativo en N. crassa,
con una diferencia en la magnitud de su participacién, con
Galll con un papel mas importante ya que su funcién resultaria fun-
damental en los eventos tempranos de la germinacién (activaciéon
y crecimiento isotrépico), mientras que Gal tiene un rol secundario
ya que actuaria en las etapas posteriores (crecimiento polarizado),
en la emisién y crecimiento del tubo germinal'“. Este rol secun-
dario de Gal también se observa en el micoparasito T.virens, en
el que los mutantes defectivos en Gal mostraron un proceso ger-
minativo con tubos germinales anormales, por lo que su papel no
parece muy relevante en etapas tempranas sino mas bien en el
establecimiento del crecimiento polarizado®®. En N. crassa queda
por dilucidar la implicacién de GPR-4, un receptor GPCR que res-
ponde a fuentes de carbono y que se demostr6 se acopla a Gal
en una ruta de sefializacién mediada por AMP ciclico*®. Como en
muchos otros casos, la subunidad Gall mostré no estar implicada
en la germinacién®!~2°8, De esta manera, N. crassa se constituye en
un ejemplo que nos invita a considerar hasta qué punto en otros
hongos filamentosos se habra pasado por alto el evaluar con cierta
profundidad el rol y la cooperacién de las subunidades Ga en la
germinacion conidial.

Crecimiento vegetativo
La elongacién de las hifas en los hongos filamentosos es un

proceso coordinado en el que la participacion de la sefializacién
mediada por las proteinas G heterotriméricas resulta importante,

en la mayoria de los casos, para un normal crecimiento y desarrollo
de la colonia en medio de un cultivo sélido, y en el caso de los fito-
patégenos para un adecuado funcionamiento de los mecanismos
de patogenicidad. Sin embargo, la sefializacién mediada por pro-
teinas G no es indispensable para el desarrollo micelial, por lo que
puede inferirse la participacion de otras rutas®®2, Por ejemplo, en
T.virens y T. marneffei la seflalizacién mediada por las subunidades
Ga no participa en la regulacién del crecimiento vegetativo’>8,
mientras que en el resto de Ascomycota filamentosos en los que se
ha estudiado este proceso la participaciéon recae en las subunidades
Gal y Galll, especialmente cuando dichas subunidades afectan la
actividad de la adenilato ciclasa. No obstante, la magnitud de su
funcién y el tipo de regulacién (positiva o negativa) depende del
organismo en estudio (tabla 1).

En el hongo modelo A. nidulans la activacion de la sefial mediada
por la subunidad Gal generé, como ya se ha comentado, un fenotipo
fluffy en el que se observé un proceso acelerado de autolisis®. La par-
ticipacién de Gal en el crecimiento se postul6 al demostrar que la
inactivacién constitutiva de la sefial (alelo G203R) disminuy6 con-
siderablemente la tasa de extensién apical en medio s6lido'01:103,
Por ello se asume que la actividad de Gal es necesaria para man-
tener y promover una tasa de crecimiento normal'%2. Esta funcién
es llevada a cabo mediante la regulacién de los niveles de AMP
ciclicointracelular, que al estimular la accién de una proteina cinasa
dependiente de AMP ciclico (PkaA) promueve el crecimiento vege-
tativo en medio s6lido®°. Por su parte, la subunidad Galll tiene una
funcién complementaria y diferente a Gal, ya que su activacién
constitutiva tuvo un efecto negativo sobre la extensién radial de
la colonia del hongo, mientras que ni su inactivacién ni su dele-
cién tuvieron consecuencias en el crecimiento apical®. Lo anterior
sugiere que el balance en la expresién de las subunidades Gal y
Galllregulala extension de las hifas en medio sélido. En A. fumigatus
el mecanismo de accién de la subunidad Gal es similar al descrito
en A. nidulans'%2, Por su parte, un estudio reciente demostré que,
a diferencia de lo que sucede en A. nidulans, la activacién consti-
tutiva de la subunidad Gal reprime el crecimiento vegetativo en
A. oryzae®P,

En Monascus ruber, M. grisea, B. cinerea, C. heterostrophus y Colle-
totrichum graminicola Gal desempefla un papel promotor del
crecimiento vegetativo??3749.51,52.89 Ep el caso de N. crassa la inac-
tivacién de la subunidad Gal redujo en un 50% la tasa de extensién
apical, en tanto que al delecionar Galll la extensién apical se redujo
en un 20%. Lo anterior sugiere que ambas subunidades participan
de manera cooperativa en la regulacién del crecimiento, resul-
tado que se confirmé al observar que el crecimiento vegetativo se
afect6é drasticamente en la cepa en la que se suprimieron ambas
subunidades®'. En N. crassa la subunidad Gall no desempeiia una
funcién evidente en el crecimiento.

En algunos casos, los resultados ponen en evidencia la diferen-
cia de funciones y de subunidades participantes en el crecimiento,
incluso en organismos filogenéticamente muy préximos, tal como
se presenta en el género Trichoderma. En T. atroviride la sefializacién
mediada por proteinasG tiene un efecto positivo sobre el creci-
miento. En este organismo participan tanto Gal como Galll pero, a
diferencia de N. crassa, es la subunidad Galll la que posee un papel
preponderante sobre la extensién apical?%7"194, En Trichoderma
reesei (Hypocrea jecorina) también participan ambas subunidades,
pero la regulacién tiene un sentido negativo y es dependiente de
la luz’8. En condiciones de cultivo sumergido el mecanismo opera
de manera diferente, siendo Gal la subunidad protagonista con un
efecto positivo sobre el crecimiento en condiciones de oscuridad”’®.
Por su parte, en T.virens, ni Gal ni Gall parecen afectar el creci-
miento vegetativo®®, Esta diversidad de efectos también se observa
en el género Fusarium. Mientras que en Fusarium sporotrichoides
la subunidad Gal afecté negativamente la tasa de crecimiento
apical®83, en F. oxysporum Gal es requerida para una adecuada
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morfologia de la colonia en medio sélido, fenémeno en el que no
interviene la subunidad GallI*?, en tanto que en Fusarium grami-
nearum (G. zeae) no son las subunidades alfa sino la subunidad beta
la que asume la regulacién del proceso, y lo hace estimulando el
crecimiento vegetativo'%?. Ademas, en F. fujikuroi la sefial mediada
por proteinas G tiene un efecto positivo sobre el crecimiento, pero
tal efecto solo es llevado a cabo por la subunidad Galll; ni Gal ni
Gall parecen participar en dicha regulacion®?.

En el género Penicillium no se ha observado, hasta el momento,
esa disparidad de resultados descrita en otros géneros. Nuestro
grupo de trabajo encontré que en P. chrysogenum y P.roqueforti la
activacion de Gal genera una reduccién en la tasa de extensién
apical en medio sélido, lo que sugiere una regulaciéon negativa
de este proceso?”. La participacién prioritaria de esta subuni-
dad con un efecto represor del crecimiento también fue descrita
en M. anisopliae, T.reesei y F.sporotrichoides® 8385, Por su parte,
C. parasitica podria considerarse un caso particular, puesto que la
activacién de la subunidad Gal ocasiond, al igual que su elimina-
cién, una considerable reduccién de la tasa de crecimiento y una
completa ausencia de micelio aéreo?%75.

Reproduccién asexual: conidiogénesis

La conidiogénesis necesita de una compleja regulacién génica,
una especializaciéon celular y una coordinada comunicacién
intracelular?%4. En A.nidulans se ha propuesto una ruta regula-
dora central esencial donde confluyen todas las rutas reguladoras,
que estd conformada por el producto de los genes brilA, abaA 'y
wetA'. Esta ruta actia en conjunto con otros genes para controlar
la expresion de los genes especificos de la conidiacién y determinar
el orden de la activacién génica durante el desarrollo del conidi6-
foro y la maduracién de los conidios>%*. La sefializacién mediada
por las proteinas G heterotriméricas desempefia un papel muy
importante en laregulacién de este proceso. En muchos hongos fila-
mentosos la sefializacién por proteinas G heterotriméricas parece
actuar analizando el entorno para controlar la germinacién y pos-
teriormente el crecimiento vegetativo, mientras que se mantiene
reprimida la conidiacién?®22244563.8296,102 15 anterjor permitiria
inferir que cuando las condiciones nutricionales del medio cam-
bian, el mecanismo permite la conidiacién al tiempo que se controla
el crecimiento vegetativo?22.2842,53,106

Tal como sucede en la germinacién conidial, son las subunida-
des Gal y Galll las que participan en este proceso (tabla 1), siendo
la subunidad Gal la que posee mayor relevancia en buena parte
de las especies flingicas estudiadas. En este sentido se observa que
al sobreexpresar o activar constitutivamente Gal se produce un
efecto represor de la conidiaciéon, generando en algunas ocasio-
nes un fenotipo aconidial®. En el caso de A.nidulans, Aspergillus
flavus, Cryphonectria parasitica y T. marneffei, el efecto es tan dras-
tico que la activaciéon de esta subunidad suprime la formacién
de conidi6foros®676.77.103.106 'y en C parasitica se demostré ade-
mas que reprime la expresion de proteinas hidrofobinas’. Por su
parte, en organismos como N.crassa, P.chrysogenum, P.roqueforti,
A. fumigatus, F. sporotrichoides y T. atroviride se observa una reduc-
cién sustancial en la produccién conidial?2284153.67.83 Esta funcién
represora de Gal se ve ratificada en especies como A.nidulans,
A. fumigatus, P.chrysogenum, N.crassa, T.atroviride y T. marneffei,
en las que al usar alelos de inactivacién constitutiva de la
subunidad Gal, o bien mediante atenuacién de la expresién o
la deleciéon del gen, se observa un inusual incremento en la
expresion de los genes de la ruta reguladora central de la coni-
diogénesis, especialmente brlA. Esta desrregulacién altera de tal
manera el mecanismo conidiogénico que se forman conidi6fo-
ros y cadenas de conidios en cultivos sumergidos, condiciones

en las cuales la conidiacién normalmente esta reprimida en estas
especies?241:53,5671,103,106,

La contraparte a este patron de regulacién negativa por parte de
Galla constituyen M. rubery los hongos fitopatégenos F. oxysporum,
B. cinereaq, A. alternata, M. grisea, C. graminicola y S. nodorum, en los
cuales la ausencia de esta subunidad genera un efecto negativo
en la conidiogénesis?9-3949.51.75.81.89 Pparticularmente, en B. cinerea
el efecto positivo se ejerce a través de ambas subunidades, Gal y
Galll, siendo al parecer la subunidad Galll la que posee una fun-
cién reguladora mas fuerte a través de la ruta dependiente de AMP
ciclico'32975, En los hongos filamentosos recientemente mencio-
nados no se han descrito los efectos de la sobreexpresién o de la
activacién constitutiva de estas subunidades alfa, salvo en M. grisea.
En este patégeno del arroz, el papel de la subunidad alfa es opuesto
al descrito en A. nidulans, ya que la delecién de Gal suprime total-
mente la conidiacién, mientras que la activacién constitutiva de la
misma genera un fenotipo hiperconidiante. Al parecer, la partici-
pacién de Galll en el proceso es secundaria®’.

En A. nidulans, T. atroviride, T.reesei y T. marneffei la subunidad
Galll también participa en la regulacién de la reproduccién ase-
xual, con una funcién represora que genera efectos similares a los
reportados para la activacién constitutiva de Gal7-9:78:85.104.107 E]
grado de participacién de cada subunidad, o la manera coordinada
en que tiene lugar esta regulacion, es atn tema de investigacion;
hasta el momento se ha demostrado que el mecanismo se pro-
duce mediante la interaccién de estas subunidades con al menos
dos proteinas cinasas dependientes de AMP ciclico, las cuales a su
vez reprimen la expresién de brlA, el primer gen de la ruta regula-
dora central de la conidiacién®%64, Se ha descrito recientemente en
N.crassa que la ausencia de Galll y la subunidad 8 generan, cada
una, fenotipos con un mayor grado de hiperconidiacién que los
observados al suprimir Gal, tanto en medios de cultivo aéreos como
sumergidos; por tanto en N. crassa se ha propuesto que Galll, junto
con la subunidad {3, ejercen una regulacién negativa preponderante
en el control de la conidiacién®.

Conclusiones y perspectivas

De las tres subunidades alfa que poseen la mayoria de los hon-
gos filamentosos, son las subunidades del tipo Gal y Galll las que
participan en la regulaciéon de la germinacién conidial, el creci-
miento vegetativo y la reproduccién asexual (fig. 2). La ausencia de
reportes que involucren las subunidades Gall en alguno de los pro-
cesos mencionados y el hecho de que en hongos como B. cinereaq,
C. parasitica, F. fujikuroi, N.crassa y T.virens la subunidad Gall no
tenga efecto fenotipico alguno, indica que este tipo de subunidad
no juega un papel relevante en los procesos morfogénicos de los
hongos filamentosos.

De los estudios llevados a cabo hasta el momento se puede con-
cluir que no existe un patrén Gnico de accién de las subunidades
Galy Galll sobre los procesos morfogénicos. Se aprecian diferencias
no solo en el grado de implicacién de una determinada subuni-
dad en un proceso, sino incluso en el sentido de su regulacién
sobre el mismo, siendo positivo en algunos casos y negativo en
otros, y estos contrastes no se dan necesariamente entre taxones
alejados filogenéticamente sino que en algunos casos ocurren tam-
bién entre especies de un mismo género (tabla 1). Es decir, a lo
largo de la evolucién se ha conservado la funcién basica de
sefializacién de la via de las proteinas G heterotriméricas en los
hongos, y en el caso particular de la subunidad Gal el muy elevado
grado de conservacién de la misma sugiere ademas un papel basico
e insustituible en el control del programa de desarrollo de los hon-
gos. Pero esta funcién basica de sefializacion se ha adaptado en cada
especie a una funcién particular de regulacién, positiva o negativa,
y con distintos grados de control sobre cada uno de los procesos que
conforman el programa general de desarrollo de los hongos. Esta
particularidad puede enmarcarse dentro de un rasgo general que
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Figura 2. Participacion de las subunidades alfa de proteinas G heterotriméricas en
los procesos morfogénicos de hongos filamentosos de la divisién Ascomycota. Las
subunidades Gal y Galll estan implicadas en los tres procesos. Su efecto en la ger-
minacién es siempre positivo, ya sea si actiian en conjunto o por separado, mientras
que en la conidiacién y el crecimiento su rol es variable y su efecto resulta de un
balance entre ambas subunidades. No se ha demostrado la participacién de Gall
en estos procesos, por lo que no se sabe con precisién cudl pueda ser su funcién.
Las lineas terminadas en flechas representan un efecto positivo y las terminadas en
barra indican un efecto represor.

concierne ala evolucion de los sistemas regulatorios de los organis-
mos al que se ha dado el nombre de «weak linkage»2%*3, y que basi-
camente consiste en la capacidad de las moléculas o complejos pro-
teicos de cambiar a lo largo de la evolucién aquellas moléculas con
las que interactian, a la vez que conservan sus funciones basicas.
Asf, las proteinas G heterotriméricas conservan en todos los hongos
su funcién general al ejercer un papel central en la regulacién del
programa de desarrollo morfolégico, pero mediante cambios en la
interaccién con otros efectores, o en la funcién de estos, se han pro-
ducido modificaciones adaptativas de su funcién especifica en cada
especie, lo que hace que frecuentemente el tipo de regulacién que se
ejerce sobre un determinado proceso sea diferente, y hasta de sen-
tido opuesto, entre especies. Este fendmeno llega a darse incluso
entre especies de un mismo género, como es el caso de Aspergi-
llus, Fusarium o Trichoderma. Las diferencias son probablemente
una respuesta adaptativa a los diferentes habitats naturales de cada
especie. Por tanto, es de esperar que especies con habitats diferen-
tes presenten patrones de regulacién diferentes por parte de la via
de las proteinas G heterotriméricas, y esto puede ser especialmente
evidente en géneros que comprenden especies fitopatégenas.
Otrorasgo destacable en el control del desarrollo morfolégico de
los hongos filamentosos es la redundancia de funciones entre varias
vias regulatorias, que se infiere de muchos de los resultados obte-
nidos en diferentes estudios, donde la inactivacion de la funcién
de una determinada subunidad Ga, o incluso de las tres, no tiene
como consecuencia un fenotipo letal, ni tampoco la completa supre-
sién de un determinado proceso. Por ejemplo, la eliminacién de
las subunidades Galll o sus mutaciones no ocasionaron, en ningin
caso, la pérdida total de la capacidad germinativa de los conidios,
aunque si afectd la cinética del proceso®12-14.21.24,86,98,104,107 Egtg
mismo sucede al estudiar las proteinas G monoméricas tipo Ras
(Ras1 y Ras2), que también regulan la germinacién!61833.97 En
cuanto al crecimiento vegetativo se observan situaciones simila-
res, de las que podemos resaltar que el fenotipo resultante nunca
es tan extremo como el generado por las mutaciones en efectores
corriente abajo; tal es el caso de las proteinas cinasas dependientes

de AMP ciclico en F.graminearum y F.fujikuroi*®32, Lo anterior
sugiere que varias rutas de transduccion pueden llegar a confluir
en los mismos efectores!®738>, Recientemente se ha reportado la
participacién de la via de transduccién de sefiales target of rapamy-
cin (TOR) en la regulacién del crecimiento vegetativo en hongos
filamentosos, sin descifrar atin los mecanismos moleculares por los
cuales esto sucede®?; sin embargo, es evidente la interaccion entre
los componentes de esta via con la ruta mediada por las proteinas G
heterotriméricas®*°°. Por otra parte, es en la conidiacién donde se
observan los fenotipos mas drasticos, lo que apunta a que la via
de las proteinas G heterotriméricas tiene un papel especialmente
relevante en este proceso. Cabe recordar que la activacién de la
sefial mediada por Gal llega a suprimir por completo la conidia-
cién en especies de Aspergillus, Cryphonectria y Talaromyces, y que
su inactivacién genera fenotipos hiperconidiantes.

La importancia de la via de las proteinas G heterotriméricas en
el proceso de desarrollo morfolégico de los hongos filamentosos
hace que sea necesario profundizar en el estudio de la misma, para
lo cual pueden utilizarse diferentes abordajes que permitiran una
caracterizaciéon mas exhaustiva del funcionamiento de dicha via.
Es importante, por ejemplo, estudiar el tipo de participacion y el
grado de cooperacién entre diferentes subunidades Ga en la regu-
lacion de los diferentes procesos, ya que estudios recientes apuntan
en esta direccién. Por otro lado, es de gran importancia identificar
y caracterizar los efectores que participan en la regulacién de los
procesos controlados por la via de las proteinas G. Algunos de ellos
han sido ya claramente establecidos, como la adenilil ciclasa o la
proteina cinasa A°068082 'y recientemente se ha identificado un
posible efector final, un hipotético factor de transcripciéon codifi-
cado por el gen pcz1, implicado en la regulacién de la germinacién,
crecimiento y conidiacién en P. roqueforti?’. Entre las metodologias
aplicables a la identificacion de efectores que medien la regulacién
ejercida por las subunidades Ga estan los estudios de proteémicay
fosfoprote6émica comparativa en los que se utilizan cepas con subu-
nidades Ga constitutivamente activas o inactivas, y los estudios de
interactoma.
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