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Resumen  

El óxido nítrico (NO) es un radical diatómico que ha demostrado participar en procesos de 

importancia biológica en diversos organismos vivos. Sin embargo, en hongos los detalles 

sobre su biosíntesis y eventos que regula no son conocidos, pero la evidencia vincula al NO 

con el crecimiento de hifas, patogénesis y producción de esporas. 

 

Un estudio previo permitió identificar en el genoma de M. circinelloides, posibles homólogos 

para los genes de la nitrato reductasa (NiaD) de Aspergillus niger y la óxido nítrico sintasa 

(NOS) de animales, involucrados en la asimilación de nitrógeno y producción de NO, 

respectivamente. El marco de lectura abierto de dichos genes se interrumpió y se obtuvieron 

las mutantes ΔMunr y ΔMuNosΔMunr. 

 

Este trabajo dio continuidad a la anterior investigación para entender el metabolismo y 

función de NO en M. circinelloides.  

 

Se ha identificado mediante bioinformática, una secuencia cuya proteína predicha podría 

tratarse de GSNO reductasa, que participa en el proceso de eliminación de NO. Se llevó a 

cabo la caracterización morfológica de las cepas ΔMunr y ΔMuNosΔMuNr haciendo énfasis 

en los procesos que presumiblemente son regulados por el NO. Se ha corroborado la 

producción de NO mediante el reactivo DAF-FM diacetato, que reacciona específicamente 

con este radical y produce una señal fluorescente. 
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Introducción  

Las especies reactivas incluyen iones, radicales libres y peróxidos orgánicos e inorgánicos, 

comúnmente son subproductos del metabolismo y deben su toxicidad a la presencia de 

electrones sin aparearse que les permite reaccionar rápidamente con otros compuestos.  Es 

por ello, que en etapas de estrés celular pueden acumularse y generar daños a nivel ADN, 

proteína o membrana celular. No obstante, el papel de las especies reactivas en procesos de 

diferenciación celular y protección ha sido reportado, por ejemplo, en animales existe una 

familia de enzimas conocida como NADPH oxidasas las cuales sintetizan el ion O2
-, a partir 

de O2 y NADP(H), cuya función, entre otras, es proteger al organismo ante la invasión de 

algún agente patógeno mediante el ataque con radicales libres. Otra especie reactiva que ha 

demostrado ser de importancia biológica es el NO, que participa en el desarrollo de diversos 

organismos vivos, en miembros del reino animal es sintetizado por las enzimas óxido nítrico 

sintasas (NOS) a partir del aminoácido arginina, NADP(H) y O2, y en ellos este radical 

participa en los procesos de vasodilatación, neurotransmisión y protección.  

 

El moho mucilaginoso Physarum polycephalum permanece como el único miembro del reino 

fungi en el que se ha confirmado y clonado un gen que codifica para una NOS. La biosíntesis 

de NO en demás hongos podría estar sujeta a la actividad de una nitrato reductasa como se 

demostró en Aspergillus nidulans.  

 

La presencia de NO puede ser corroborada mediante reacciones de luminiscencia, como las 

producidas con el reactivo DAF-FM diacetato que reacciona selectivamente con este radical 

y da lugar a una señal fluorescente que puede ser cuantificada mediante programas 

informáticos.  

 

Mucor circinelloides, un hongo que pertenece a la división Zygomycota, es un organismo 

modelo para determinar el papel y ruta de biosíntesis del NO, pues su genoma se encuentra 

completamente secuenciado y se dispone de un sistema de transformación estable, que 

permite investigar la función de genes y proteínas.  
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En 2018, se identificó en el genoma de M. ciricinelloides tres genes cuyas proteínas predichas 

podrían codificar para una nitrato reductasa MuNr, parecida a la de A. nidulans, y dos NOS, 

MuNos y MuNos2, parecidas a las de animales y Arabidopsis thaliana, respectivamente. A 

partir de la cepa MU402 de este mucoral, un doble auxótrofo para la leucina y el uracilo, se 

generaron mutantes simples para los genes de las posibles nitrato reductasa y NOS, ΔMuNr, 

ΔMuNos, ΔMuNos2 así como una doble mutante ΔMuNosΔMuNr. La prueba de 

luminiscencia llevada a cabo con el reactivo DAF-FM diacetato permitió observar que la 

señal fluorescente únicamente se veía disminuida, en comparación con la línea silvestre, en 

aquellas líneas donde el gen la nitrato reductasa se encontraba interrumpido.  
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I ANTECEDENTES  

 

1.1 Mucor circinelloides 

 

1.1.1 Características generales 

 

M. circinelloides (Figura 1) es un hongo dimórfico, crece en forma de levadura en 

condiciones anaerobias y como micelio en condiciones aerobias. Pertenece al filo 

Zygomycota que se caracteriza por tener una reproducción sexual por fusión de gametangios 

durante el cual se producen zygosporas y crecer a manera de hifas cenocíticas, lo que quiere 

decir que carecen de septo (White et al., 2006). Se incluye dentro del orden de los Mucorales 

porque las esporas vegetativas que produce se desarrollan de forma endógena dentro de 

estructuras conocidas como esporangios, y en la familia Mucoraceae porque el esporangio se 

separa del resto del esporangióforo por un septo llamado columela, el género Mucor presenta 

esporangióforos ramificados en forma de racimos y esporangios globosos (Gooday, 1973). 

Se trata de un patógeno causante de mucormicosis, una infección de los senos paranasales, 

cerebro y pulmones, que es mortal en pacientes inmunocomprometidos, se encuentra 

distribuido en el suelo, estiércol y otros sustratos orgánicos en descomposición (Lee, 2011; 

Ocampo, 2012), en la Tabla 1, se muestra la clasificación taxonómica de M. circinelloides. 

 

Tabla 1.-Clasificación taxonómica de Mucor circinelloides (Gooday, 1973). 

Clasificación taxonómica  

Reino  Fungi  

Orden  Mucorales 

Familia  Mucuroaceae  

Genero  Mucor  

Especie  M. circinelloides  
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1.1.2 Ciclo de vida  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.-Desarrollo de Mucor circinelloides sobre medio MMC, pH 4.5. A) día 0, las flechas 

rojas indician el lugar donde las esporas fueron inoculadas, y B) día 4, el micelio ha colonizado 

la placa de Petri y ha esporulado (Vellanki et al., 2018)  

Figura 2.- Ciclos de vida de Mucor circinelloides. La reproducción sexual implica producción de esporas 

haploides contenidas en los esporangios, sostenidos en los esporangióforos. La reproducción sexual 

comienza con el acercamiento de micelios con signo sexual diferente(+,⎯ ), cada uno de ellos formará un 

zigóforo, la fusión nuclear de estos dará paso al progametangio y gametangio desde el cual se desarrollará 

la zigospora 
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Las especies del género Mucor son heterocatalíticas, es decir existen dos tipos sexuales (+, 

⎯), morfológicamente idénticos a excepción del tamaño de las esporas asexuales, donde las 

producidas por el tipo “⎯” son de mayor tamaño (Li et al., 2011). Presenta dos ciclos de 

vida diferentes asexual o vegetativo y sexual, como se ilustra en la Figura 2.  

 

El ciclo de vida asexual permite la rápida propagación de esporas que se forman y distribuyen 

desde estructuras denominadas esporangios. Por otra parte, la etapa sexual permite asegurar 

la variabilidad genética y requiere el acercamiento de dos micelios de signo sexual diferente 

que secretan e intercambian feromonas que inducen la formación de hifas sexuales, los 

zigóforos, éstos se fusionan y mezclan en el contenido citoplasmático (plasmogamia), el resto 

de la pared se engrosa y se forma la zigospora, donde se fusionan los núcleos (cariogamia) y 

tras un periodo de latencia la zigospora germina y se forma el germoesporangio, que contiene 

los productos de la meiosis las germosporas (Gooday, 1973).  

 

1.1.3 Mucor circinelloides como modelo de estudio  

 

M. circinelloides se ha utilizado para estudiar la biosíntesis de lípidos, la producción de 

biodiesel (Xia et al., 2011), carotenoides (Papp et al., 2013), antioxidantes para su uso en la 

industria alimenticia (Hameed et al., 2020) y fenómenos como dimorfismo (Mcintyre et al., 

2002), silenciamiento génico (de Haro et al., 2009) y transducción de señales (Moriwaki-

Takano et al., 2020).  

 

Las principales ventajas de utilizar a M. circinelloides como modelo de estudio es que crece 

de manera sencilla en condiciones de laboratorio, su genoma se encuentra secuenciado y 

disponible, tiene un tamaño de alrededor de 36.6 mega bases, donde se incluyen 

aproximadamente 11 719 genes (Corrochano et al., 2016) (JGI, Energy Department, EE UU), 

así como la existencia de protocolos de transformación estables que facilitan la introducción 

de ADN exógeno en posiciones específicas que permiten estudiar el papel de un gen dentro 

del desarrollo del hongo o completar mutaciones auxotróficas presentes en distintas líneas de 

Mucor como la cepa MU402, un mutante de los genes pyrG y LeuA que codifican para una 
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descarboxilasa esencial en la síntesis de novo de uracilo y una dehidratasa esencial para la 

síntesis de leucina (Nicolás et al., 2007). 

 

La primer técnica de transformación en ser establecida fue la descrita por van Heeswijck y 

Roncero (1984) que consiste en la generación de protoplastos que son incubados en la 

presencia de ADN recombinante, iones de calcio y polietilenglicol, este último dirige la 

integración del material genético de interés al genoma del hongo, después las transformantes 

resultantes son separadas utilizando medios de selección, este protocolo les permitió 

completar la auxotrofía a la leucina de una línea de M. circinelloides. En el 2011 Gutierrez 

et al., establecieron los parámetros para obtener un mayor porcentaje de transformantes, que 

consiste en la aplicación de un pulso de alto voltaje sobre la célula desprovista de la pared 

celular para generar poros en la membrana plasmática que permiten que sea más permeable 

y acepte el ADN recombinante con mayor facilidad, comparado con el protocolo desarrollado 

por van Heeswijck y Roncero. Por otro lado, el descubrimiento del fenómeno de 

silenciamiento génico en M. circinelloides ha abierto la posibilidad de estudiar la función de 

genes sin necesidad de la generación de líneas mutantes, por ejemplo el estudio de la ruta de 

biosíntesis de carotenoides (Nicolás et al., 2003). También existe un método de 

transformación para Mucor mediado por Agrobacterium tumefaciens (Nyilasi et al., 2005) 

pero solo ha sido utilizado ocasionalmente, por ejemplo Papp et al., (2012) generó una cepa 

de Mucor capaz de producir astaxantina, un carotenoide valioso en la industria alimenticia, 

al integrar en su genoma el gen de la b-caroteno cetolasa. 

 

1.2 Radicales químicos 

 

1.2.1 Especies reactivas de oxígeno  

 

Los radicales son especies químicas, tanto orgánicas como inorgánicas, se caracterizan por 

tener electrones sin aparearse lo que les permite reaccionar fácilmente, por su carácter 

reactivo pueden generar daños en el material genético y conducir la oxidación de lípidos y 

proteínas. El rol que tienen en condiciones como la diabetes, isquemia y otras implicaciones 

médicas ha sido ampliamente descrito (Halliwell et al., 2015).  
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Las especies reactivas de oxígeno (ROS), que incluyen al ion superóxido (O2
-), el radical 

hidroxilo (OH-) y el peróxido (H2O2), pueden producirse como subproductos del 

metabolismo aerobio o pueden ser sintetizadas a través de reacciones mediadas por las 

enzimas como las NADPH oxidasas (Nox) que producen O2
- a partir de O2 y NADP(H) éstas 

se encuentran conservadas entre animales, hongos y plantas (Lambeth 2004). En la Tabla 2 

se resume la función de diferentes enzimas del tipo Nox en animales, plantas y hongos. 

 

 

Tabla 2.- Distribución y función de enzimas tipo Nox, en animales, plantas y hongos 

Organismo Enzima Función Referencia 

Animales Nox 1-5, Duox2  
Protección, síntesis 

de hormonas  

Lambeth 2004 

Plantas  Rboh  

Protección, 

supervivencia, 

expansión de las 

raices 

Liu et al., 2016  

Hongos  NoxA, NoxB, NoxC  

Protección, 

producción de 

cuerpos fructíferos, 

germinación de 

ascosporas, 

patogénesis  

Takemoto et al., 

2007; Scott et al., 

2008 

  

Quizás la función más estudiada de esta familia de enzimas es la respuesta de defensa frente 

agentes patógenos conocida como “estallido oxidativo” donde las células del organismo 

huésped sintetizan y liberan ROS para atacar a la posible fuente de la amenaza (Aguirre et 

al., 2005). 

 

1.2.2 Óxido nítrico  

 

El óxido nítrico (NO) es un radical diatómico, liposoluble, reactivo y difusible, que se 

produce mediante oxidación de compuestos nitrogenados o reducción de óxidos de nitrógeno 

(McCleverty, 2004). En las últimas tres décadas el NO ha ganado protagonismo como 

molécula de importancia biológica. Los primeros antecedentes que establecen la importancia 

del NO en procesos celulares se remontan al siglo XX, cuando se descubre que burbujear NO 

a través de un preparado de músculo liso producía la relajación del mismo por sus 
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aportaciones al descubrimiento del NO como molécula de señalización en el sistema 

cardiovascular los investigadores Robert Francis Furchgott, Louis J. Ignarro y Ferid Murad 

compartieron el Premio Nobel en Fiosología o Medicina en 1998 (Raju 2000). 

 

De manera similar que sucede con las ROS, también existe una familia de enzimas que 

sintetizan NO, se trata de las óxido nítrico sintasas (NOS), las NOS y sus isoformas neuronal 

(nNOS), inducible (iNOS) y endotelial (eNOS) únicamente han sido reportadas en miembros 

del reino animal, donde la principal función del NO es la de desencadenar un conjunto de 

señales que tendrá diferentes respuestas según el tejido donde sea sintetizado, entre las que 

se pueden destacar vasodilatación, neurotransmisión y protección (Carvajal et al., 2000; 

Alderton et al., 2001). En la Figura 3 se muestra un ejemplo de la ruta que sigue el NO para 

mediar una respuesta.  

 

En miembros del reino vegetal se ha confirmado la existencia de una ruta enzimática de 

síntesis de NO, pero en ningún caso presentan homología con las NOS de mamíferos (Guo 

et al., 2003; Zemojtel et al., 2006; Crawford et al 2006; Prochazkova et al., 2014).  Los 

integrantes de este reino podrían sintetizar NO desde NO3, en una reacción catalizada por la 

nitrato reductasa en condiciones de saturación de nitrito y de exceso de NADPH, esta 

molécula interviene en respuestas hormonales y de defensa, (Wilson et al., 2008). 

 

 

Figura 3.- Producción de NO en respuesta a un estímulo. El radical es permeable a través de la membrana 

celular y activa a la enzima guanilato ciclasa (GC) que cataliza la reacción de GTP a cGMP este último 

metabolito tiene diferentes proteínas dianas, y por lo tanto genera diferentes respuestas (editado de Carvajal et 

al., 2000).  
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La figura 3 se puede utilizar para esquematizar la vasodilatación mediada por NO, la 

contracción del músculo se logra a través de la interacción entra la actina y miosina, y es 

dependiente de la concentración de Ca2+ el NO sintetizado en el endotelio llega hasta los 

miocitos y activa a la guanilato ciclasa soluble (sGC) que desencadena una serie de respuestas 

donde el resultado final es la apertura de los canales de Ca2+ y la disminución de este catión, 

en respuesta a este cambio la actina esconde los sitios de unión a la miosina, por ende el 

músculo liso se relaja y aumenta el radio de los vasos sanguíneos 

 

 

1.2.3 Óxido nítrico en hongos 

 

Aún no se conocen, en su totalidad, los genes y enzimas que participan en la biosíntesis de 

NO en hongos, los trabajos relacionados al tema se enfocan en evidenciar la producción de 

NO durante su ciclo de vida, mediante reacciones que dan lugar a una señal fluorescente, o 

determinar su función, de manera indirecta, al aumentar y disminuir la concentración de NO 

mediante el uso agentes donadores o eliminadores para observar un fenotipo similar al que 

se podría esperar de las cepas mutantes (Gong et al., 2007; Pengkit et al., 2016). Por ejemplo, 

Maier et al., (2001) utilizando nitroprusiato de sodio, SNP, un donador de NO, encontró que 

la presencia de este radical promueve la formación de macroesporangióforos en Phycomyces 

blakesleeanus de la misma manera que lo hace la luz. Prats et al, (2008) utilizando cPTIO, 

un eliminador de NO, encontró que dicha molécula participa en la formación del apresorio 

en Blumeria graminis. Más recientemente, Pengkit et al., (2016),  evidenció la participación 

del NO en el desarrollo de micelio y formación de esporas en Neurospora crassa, como se 

muestra en la Figura 4.  
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A) B) C) 

 

Figura 4.-Efecto del NO en el desarrollo de Neurospora crassa. A) Monitoreo del desarrollo de N. crassa en 

medio VM sólido, incubado con o sin cPTIO, un eliminador de NO; B) Monitoreo del desarrollo de N. crassa 

creciendo sobre medio VM sólido incubado con nitroprusiato de sodio (SNP), donador de radicales de NO, a 

diferentes concentraciones y C) Monitoreo de la formación de macroconidias en medio VM sólido incubado 

con nitroprusiato de sodio a diferentes concentraciones. Los asteriscos (*) indican diferencia estadísticamente 

significativa (Pengkit et al., 2016).  

Observando las figuras 4A y 4B y 4C se aprecia que mientras que eliminar el NO del medio 

de crecimiento reduce el tamaño de las hifas agregarlo aumenta el tamaño de éstas y a su vez 

incrementa el número de esporas.  

 

Physarum polycephalum, permanece como el único miembro del reino fungi, donde se ha 

reportado y confirmado la presencia de un gen que codifica para una enzima NOS funcional, 

PHYSNOSA, se expresa bajo condiciones de inanición y se inhibe en presencia de glucosa, 

su actividad fue corroborada por su rendimiento en catalizar la reacción de arginina a citrulina 

(Golderer et al., 2001). En otros miembros del reino fungi la producción total de NO podría 

estar sujeta a la actividad de una nitrato reductasa como demostró Marcos et al, (2016) en A. 

nidulans, utilizando una cepa mutante de esta enzima, ΔniaD, como se muestra en la Figura 

5.  
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Como se observa en la Figura 5, ΔniaD produce aproximadamente un 30 % menos de NO 

respecto a la cepa silvestre cuando ambas se hacen crecer en medio líquido donde la única 

fuente de nitrógeno es el NO2, esto indica que parte de la producción total de este radical, 

está sujeta a la actividad de la enzima nitrato reductasa, que podría estar utilizando nitratos y 

nitritos como sustratos.  

 

1.3 Detección de óxido nítrico intracelular  

 

Kojima et al., (1998), desarrolló un protocolo capaz de detectar el NO en células vivas, se 

basa en la fácil difusibilidad del indicador fluorescente “amino-5-metilamino-2´,7´-

difluoroscein diacetato” (DAF-FM) a través de la membrana celular y su posterior reacción 

con el NO celular para dar lugar al benzotriazol, esta especie puede ser detectada en un 

microscopio usando un filtro de excitación de 465-495 nm, como se muestra en la Figura 6, 

la intensidad de dicha señal es proporcional a la concentración de NO en el momento de la 

reacción. Las imágenes, una vez capturadas, pueden ser procesadas utilizando paquetes 

informáticos como ImageJ que promedia la intensidad de la señal y le asigna un valor 

numérico (Prats et al., 2008).  

 

Figura 5.- Cuantificación de NO en Aspergillus nidulans. WT, cepa silvestre (barras grises) y ΔniaD, 

mutante de la nitrato reductasa (barras negras). Las cepas fueron cultivadas en médio líquido que únicamente 

contenia amonio (NH4), nitrito (NO2) o nitrato (NO3) como fuente de nitrógeno. n.d. indica que no hay 

crecimiento en las condiciones especificadas (Marcos et al., 2016).  
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Figura 6 .- Detección de NO con DAF-FM diacetato. A) El DAF-FM diacetato es permeable a través de la 

célula, las esterasas hidrolizan el enlace éster, para dar lugar al DAF-FM este último reacciona con el NO 

para formar el benzotriazol, especie que es fluorescente bajo un filtro de excitación de 465-495 nm  

(Kojima et al., 1998). B) Detección de NO intracelular utilizando DAF-FM diacetato en Neurospora 

crassa a 0, 4, 8, 16 h en medio VM sólido (Pengkit et al., 2016). 

 

 

EL DAF-FM diacetato también puede reaccionar con el ácido ascórbico y el ácido 

dehidroascórbico dando lugar a una señal fluorescente, sin embargo, la posibilidad de un 

falso positivo puede ser excluida utilizando un eliminador de NO. Si la señal fluorescente 

disminuye a medida que se aumenta la concentración de cPTIO hasta llegar a 0, indica que 

dicha respuesta es producto de la reacción entre el DAF-FM y el NO y no otro compuesto 

(Marcos et al., 2016). La reacción entre el NO y el cPTIO se presenta a continuación:  

 

cPTIO + NO → 2-(4-carboxyphenyl)-4,4,5,5- tetramethylimidazoline-1-oxyl (cPTI) + NO2 

  

 

1.4 Asimilación de nitrógeno en hongos 

 

En su hábitat los hongos encuentran diversas formas de nitrógeno que pueden ser utilizadas 

para sintetizar aminoácidos, ácidos nucleicos y otros compuestos nitrogenados. Pero no todas 

las formas disponibles de este elemento favorecen su desarrollo de la misma manera, 

entonces se pueden clasificar como buenas o malas fuentes de nitrógeno dependiendo del 

número de pasos metabólicos que se requieren en orden para ser aprovechadas. Cualquier 
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compuesto de nitrógeno que sea utilizado como sustrato por el hongo debe ser catalizado 

hasta la forma de glutamato y glutamina, que son los donadores de nitrógeno para formar los 

demás compuestos nitrogenados del contenido celular (Wiame et al., 1985). Estos dos 

aminoácidos pueden ser sintetizados desde α-cetoglutarato y amonio (NH4), la 

interconversión entre los aminoácidos glutamato, glutamina y NH4 se le conoce como 

metabolismo central del nitrógeno (Ter Schure et al., 2000), proceso que se encuentra 

esquematizado en la Figura 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los hongos también pueden utilizar otros compuestos, como los nitratos (NO3) y nitritos 

(NO2), para incorporar el nitrógeno a su metabolismo, pero deben de existir bajas o nulas 

concentraciones de las fuentes más fácilmente asimilables de nitrógeno y presencia de NO3, 

NO2 (Ter Schure et al., 2000; Pfannmüller et al., 2017).  

 

Este trabajo pretende estudiar cómo cambia la producción de NO en M. circinelloides cuando 

las únicas especies nitrogenadas disponibles son NO3, NO2 o glutamato, por lo que a 

continuación se describirá el metabolismo de los dos primeros.  

 

El primer paso de la asimilación de NO3 es su incorporación a través de los transportadores 

de nitrato, NrtA y NrtB y dos reducciones catalizadas por las enzimas nitrato reductasa (NR) 

y nitrito reductasa (NiR) para llevar el NO3 hasta la forma de NH4 (Cove, 1979). La expresión 

Figura 7.-Metabolismo central de nitrógeno. Los aminoácidos glutamato y glutamina pueden ingresar a la 

célula por transportadores específicos o bien ser sintetizados a partir de NH4 a través de las enzimas 

glutamato deshidrogenasa (GDH) o glutamina sintasa (GS) (Ter Schure et al., 2000).  
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de estos transportadores y reductasas está regulada bajo la actividad de los factores de 

transcripción NirA (regulador específico de la asimilación de NO3) y AreA (regulador global 

dependiente de nitrógeno) (Berger et al., 2006; 2008).  La importancia de cada una de las 

anteriores proteínas durante la asimilación de nitrato ha sido demostrada generando líneas 

mutantes incapaces de expresarlas, en modelos de estudio fúngicos como Aspergillus 

nidulans (Schinko et al., 2013) y recientemente en Fusarium fujikuroi (Pfannmüller et al., 

2017), como se presenta en la Figura 8. 

 

 

En la anterior figura se observa que todas las cepas crecen sobre glutamina puesto que 

ninguna está afectada en la ruta de asimilación de este aminoácido. Sobre NO3, ninguna de 

las mutantes es capaz de desarrollarse porque no contienen la información necesaria para 

transportarlo a su interior o bien de metabolizarlo. Cuando se hacen crecer sobre NO2 crecen 

Figura 8.- Monitero del crecimiento de Fusarium fujikuroi y sus mutantes sobre diferentes fuentes de 

nitrógeno. Wt, línea silvestre; ΔNIAD, mutante del gen de la nitrato reductasa; ΔNIIA, mutante del gen de la 

nitrito reductasa; ΔNRTA, mutante del gen de la permeasa de NO3; ΔNIRA, mutante del gen del factor de 

transcripción NirA y ΔAREA, mutante del gen del factor de transcripción AreA. Las cepas fueron cultivadas 

en medio mínimo suplementado con glutamina al 6 mM (Gln), nitrato de sodio 12 mM (NO3), nitrito de sodio 

12 mM (NO2) o glutamina 6 mM  y clorato de potasio 30 mM (Gln + ClO3) a 28° C durante 4 días 

(Pfannmüller et al., 2017)  
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ΔNRTA, lo que indica que el NO3 y NO2 son transportados por diferentes permeasas y 

ΔNIAD, porque ya se encuentra disponible como sustrato el producto de esta enzima.  

 

El ion clorato (ClO3
-) puede ser utilizado como sustrato por la nitrato reductasa para dar lugar 

al clorito (ClO2) una especie altamente nociva (Cove, 1976), es por ello que ΔNIAD puede 

crecer en medio suplementado con ClO3
-
 más glutamina, porque no contiene la información 

necesaria para reducirlo a diferencia de las demás cepas que si expresan la nitrato reductasa.  

 

 

 

1.5 Rutas de eliminación de óxido nítrico en hongos  

 

El NO es un radical y su acumulación puede provocar condiciones de estrés biológico que 

conducen a daño de ADN, lípidos y cambios conformacionales en proteínas como lo es la 

nitrosilación en grupos tiol (Liu et al., 2000).  Es por ello que es necesario que los hongos 

cuenten con algún mecanismo que les permita transformar el NO cuando se encuentra en 

concentraciones mayores a las requeridas, en alguna forma más estable. Cánovas (2016) 

presenta las principales rutas que podrían estar operando con este fin y se encuentran 

resumidas en la Tabla 3. 

 

Tabla 3.-Enzimas que participan en la eliminación de NO reportadas en hongos. 

Enzima  Sustrato  Producto  Referencia  

Flavohemoglobina  NO  

 

NO3, NO2 

 

Takaya et al., 

1997; 

Bonamore et 

al., 2007  

P450 NO reductasa  NO  

 

N2O  

 

Črešnar et al., 

2011; 

Shoun et al., 

2012 

GSNO reductasa  Glutation-NO  

(GSNO)  

 

NH3  

 

Fernández et 

al., 2003; 

Wilson et al., 

2008; Chaki et 

al., 2010. 
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Las flavohemoglobinas son proteínas, con actividad dioxigenasa que están involucradas en 

la homeostasis del NO, tanto endógeno como exógeno, catalizan la reacción del radical hasta 

NO3. Están constituidas por 3 dominios: globina, donde se une el Fe (N-terminal) y es donde 

se lleva a cabo la catálisis de NO a NO3 y los dominios de unión a las coenzimas FAD (flavín 

adenín dinoclueotido en su forma oxidada) y NAD+ (nicotinamida adenín dinocleotido en su 

forma oxidada) (C-terminal) (Takaya et al., 1997; Bonamore et al., 2007,). La reacción se 

lleva a cabo como se describe a continuación: 

 

2Fe3+--O2
- + 2NO-

→ 2Fe3+ + NO3 

 

En condiciones de baja concentración de oxígeno, la actividad de la enzima puede cambiar a 

monoxigenasa de manera que el radical de nitrógeno solo será oxidado hasta nitrito (NO2) 

(Gardner et al., 1998).  

 

La enzima citocromo P450 óxido nítrico reductasa (P450 NO reductasa), es parte del sistema 

desnitrificante presente en algunos hongos y levaduras, se trata de una hemoproteína que 

utiliza NADPH para reducir el NO hasta N2O (Črešnar et al., 2011) de la siguiente manera: 

 

2NO + NAD(P)H + H+
→ N2O + NAD(P)+ + H2O  

 

La anterior reacción se lleva a cabo en el dominio p450, conservado en la superfamilia de 

enzimas citocromo P450. (Shoun et al., 2012).  

 

 

El glutatión, un tripéptido no proteico (conformado de los aminoácidos glutamato, cisteína y 

glicina), es uno de los principales antioxidantes de las células, puede existir en forma 

reducida (GSH) u oxidada (GSSG), el grupo tiol (SH), presente en la cisteína del glutatión 

tiene la capacidad de reaccionar con el NO para formar glutatión S-nitrosilado (GSNO), este 

último puede ser metabolizado por la enzima GSNO reductasa de la siguiente manera: 

 

GSNO + NADH + H+
→NH3 + GSSG + NAD+ 
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Las GSNO reductasas son enzimas con activad de alcohol deshidrogenasas dependientes de 

glutatión, que contienen un átomo de zinc en su sitio activo cuyos dominios conservados son 

el dominio catalítico donde se lleva a cabo la oxidación del aldehído y el dominio de unión 

a zinc (Wilson et al., 2008; Chaki et al., 2010, Fernandez et al., 2003) 

 

 

1.6 Trabajo previo  

 

En 2018, J.M. Tinajero identificó en M. circinelloides, tres genes cuyas proteínas predichas 

guardan homología con la óxido nítrico sintasa de P. polychephalum, MuNOS (Golderer et 

al., 2001), y A. thaliana MuNOS2 (Guo et al., 2003), así como la nitrato reductasa de A. 

nidulans, MuNR (Cove 1966).  

 

Una vez encontrados In silico dichos genes, se obtuvieron las transformantes, utilizando a 

MU402 como línea silvestre. ΔMuNOS, ΔMuNOS2, ΔMuNR se obtuvieron remplazando el 

marco abierto de lectura de los genes objetivo por el marco abierto de lectura de LeuA. 

También se obtuvo la doble mutante ΔMuNOSΔMuNR a partir de ΔMuNOS sustituyendo el 

marco abierto de lectura de la nitrato reductasa por el marco abierto de lectura de pyrG. 

 

Se cuantificó la producción de NO de MU402 y sus mutantes utilizando el reactivo DAF-FM 

diacetato para determinar si alguno de los genes interrumpidos estaba involucrado en la 

síntesis de este radical, los resultados se presentan en la Figura 9.  
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Figura 9.-Detección de NO en mutantes de genes tipo NOS o niaD en Mucor circinelloides. Detección 

intracelular de NO utilizando DAF-FM diacetato. Campo claro y campo fluorescente, respectivamente. 

Tomado de Tinajero-Rodríguez (2018). 

 

 

Respecto a los resultados presentados en la figura 9 se observa que únicamente parece haber 

una disminución de la señal fluorescente en las mutantes del gen de la nitrato reductasa. Es 

importante resaltar que los resultados presentados coinciden con lo reportado en la literatura, 

Pengkit et al., (2016) generó cuatro mutantes de genes con posible actividad de NOS en 

N.crassa y no observó ningún cambio aparente en la producción de NO, mientras que Marcos 

et al., (2016) observó una disminución de aproximadamente el 30 % de NO en la mutante de 

la nitrato reductasa de A. nidulans, de manera similar que se observa con ΔMunosΔMunr en 

la figura 9. 

 

 

 

 

 

 

 

MU402 

ΔMunos 

ΔMunos2 

ΔMunr 

ΔMunos

ΔMunr 
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Justificación  

 

La producción de óxido nítrico depende de la asimilación de nitrógeno y este radical se ha 

detectado en organismos diversos. Sin embargo, los detalles de su biosíntesis y eventos que 

regula en hongos no han sido del todo esclarecidos. Por ello, es necesario identificar 

secuencias de genes que codifiquen para enzimas involucradas en el metabolismo de dicho 

radical en el hongo Mucor circinelloides.  
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Hipótesis  

El metabolismo del óxido nítrico en Mucor circinelloides está sujeto a la actividad de 

enzimas del tipo reductasas, que no han sido identificadas en su genoma.  
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Objetivos  

 

Objetivo general  

Evaluar la producción de óxido nítrico en Mucor circinelloides mediante el análisis de cepas 

silvestre y mutantes de la nitrato reductasa.   

 

Objetivos específicos  

• Identificar In silico secuencias parecidas a las de las enzimas involucradas en la 

homeostasis de NO.  

• Caracterizar morfológicamente las cepas silvestre, MU402 y mutantes de la nitrato 

reductasa.  

• Corroborar la producción de NO en la cepa silvestre, MU402 y mutantes de la nitrato 

reductasa utilizando DAF-FM diacetato.  
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II MATERIALES Y MÉTODOS  

 

2.1 Cepas  

En la Tabla 4, se presentan las cepas de M. ciricinelloides utilizadas para el desarrollo de 

este trabajo.  

Tabla 4.- Cepas de M. circinelloides utilizadas durante esta investigación 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 Medios de cultivo 

 

2.2.1 Medio YPG  

Mezclar 20 g de peptona, 10 g de extracto de levadura en 0.5 L de agua destilada. En un 

segundo matraz añadir 20 g de agar en 0.5 L de agua destilada. Esterilizar por calor húmedo 

en autoclave a 121 °C y 15 psi.  Mezclar el contenido de ambos matraces. El pH se debe 

ajustar a 4 - 4.5 utilizando HCl o NaOH 1 M según sea el caso una vez que el medio sea 

palpable. Agregar uridina [200 mg/L] o leucina [20 µg/L] cuando sea necesario. Vertir en 

placas de Petri (25 mL/placa), esperar a que solidifique y almacenar a 5° C. 

 

2.2.2 Medio mínimo con casaminoácidos (MMC) 

Mezclar 10 g de casaminoácidos, 0.5 g de base de nitrógeno de levadura sin aminoácidos, 20 

g de glucosa en 0.5 L de agua. En un segundo matraz disolver 15 g de agar en 0.5 L de agua. 

Esterilizar por calor húmedo en autoclave a 121 °C y 15 psi. Mezclar el contenido de ambos 

matraces. Esperar a que la temperatura del medio sea palpable para agregar niacina y tiamina 

[1 mg/mL]. El pH se debe ajustar a 4 – 4.5 utilizando HCl o NaOH 1 M según sea el caso. 

Agregar uridina [200 mg/L] o leucina [20 µg/L] cuando sea necesario. Vaciar en cajas de 

Petri, esperar a que solidifique y almacenar a 5° C. 

 

Nombre  Genotipo  Fenotipo  Referencia  

Tipo silvestre (wt)   Universidad de Murcia   

MU402  LeuA-, pyrG- Leu-, Ura- Nicolás et al., 2007  

ΔMuNR LeuA-, pyrG+ Leu-, Ura+, 

niaD- 

Tinajero et al., 2018  

ΔMuNOSΔMuNR LeuA+, pyrG+ Leu-, Ura+, 

nos-,niaD- 

Tinajero et al., 2018 
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2.2.3 Medio base de nitrógeno (YNB) 

Mezclar 1.5 g de (NH4)SO4, 1.5 g de ácido glutámico, 0.5 g de base de nitrógeno de levadura 

sin aminoácidos, 10 g de glucosa en 0.5 L de agua destilada. En un segundo matraz agregar 

20 g de agar. Esterilizar por calor húmedo en autoclave a 121°C y 15 psi. Mezclar el 

contenido de ambos matraces. Esperar a que la temperatura del medio sea palpable para 

agregar niacina y tiamina [1 mg/mL]. El pH se debe ajustar a 4 – 4.5 utilizando HCl o NaOH 

1 M según sea el caso. Agregar uridina [200 mg/L] o leucina [20 µg/L] cuando sea necesario. 

Vaciar en cajas de Petri esperar a que solidifique y almacenar a 5° C.  

 

2.2.4 Medio mínimo con diferentes fuentes de nitrógeno  

Mezclar 5 g de KH2PO4, 0.24 g de MgSO4·7H2O, 0.5 mg, 10 g de glucosa, 0.423 g de fuente 

de nitrógeno (Glu, NO3, NO2) en 0.5 L de agua destilada. Ajustar pH 4-4.5. Mezclar 20 g de 

agar en 0.5 L de agua destilada. Esterilizar por calor húmedo en autoclave a 121 °C y 15 psi. 

El pH se debe ajustar a 4 – 4.5 utilizando HCl o NaOH 1 M según sea el caso. Agregar uridina 

[200 mg/L] o leucina [20 µg/L] cuando sea necesario. Vaciar en cajas de Petri esperar a que 

solidifique y almacenar a 5° C. 

 

2.3 Búsqueda de secuencias In silico en M. circinelloides 

Buscar homólogos reportados para la proteína de interés o el gen que la codifica en otros 

organismos, preferentemente en aquellos que evolutivamente sean cercanos al modelo de 

estudio, las secuencias se pueden encontrar en artículos científicos o en bases de datos como 

UniProt (https://www.uniprot.org/) o NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Las secuencias 

obtenidas se descargan en formato FASTA (nombre + > + secuencia de aminoácidos o 

nucleótidos), para realizar una comparación contra aquellas disponibles en la página del 

genoma de Mucor (https://mycocosm.jgi.doe.gov/Muccir1_3/Muccir1_3.home.html) se 

selecciona la opción Blast, en el primer recuadro disponible se coloca la secuencia reportada 

como funcional, en la opción del criterio de búsqueda debe especificarse que se está 

comparando y que se están buscando (nucleótidos vs nucleótidos o proteína vs proteína), una 

vez alimentados estos datos se corre el programa con la opción “run blast”, en la nueva 

ventana aparecerán todas las secuencias que conservan similitud con aquella introducida en 

el criterio de búsqueda, aparecerá su nombre seguido de un diagrama de colores relacionado 

a la similitud entre ambas cadenas. Al seleccionar sobre el nombre de la nueva secuencia, se 
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abrirá una nueva ventana que te permitirá descargarla en formato FASTA. El anterior proceso 

debe ser repetido utilizando las demás cadenas de aminoácidos o nucleótidos encontrados en 

la literatura. El objetivo es encontrar dentro de la base de datos de Mucor aquellas secuencias 

que se repitan más veces como resultado de esta comparación para su futuro análisis.  

 

2.4 Alineamiento de secuencias múltiple 

Abrir en el navegador la página de Clustal (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), en 

cualquiera de sus versiones, en el primer recuadro se debe especificar si se está comparando 

ADN, ARN o proteínas, en el segundo recuadro se introducen en formato FASTA todas las 

secuencias que se desean alinear, separadas por una línea de espacio, la tercera opción de esta 

página permite ordenar al programa en que formato se desea obtener el alineamiento, la 

opción predeterminada entrega el alineamiento indicando en la parte inferior si existe una 

identidad, con un asterisco (*) o una sustitución con dos puntos (:). Se puede seleccionar 

otras opciones para que el alineamiento sea entregado en otros formatos, por ejemplo, 

FASTA que permite procesar el alineamiento utilizando otros programas como BoxShade 

que sombrea de negro aquellos caracteres donde encuentra identidad y de gris donde 

encuentra una sustitución. 

 

2.5 Encontrar dominios dentro de una secuencia 

Abrir en el navegador el programa Smart-Embl (http://smart.embl-heidelberg.de/), colocar 

en el segundo recuadro disponible la secuencia que se desea analizar en formato FASTA y 

seleccionar la opción dominios PFAM, correr el programa. El software analizará la cadena 

contra la base de datos y se obtendrá una predicción de los dominios conservados dentro de 

su arquitectura.  

 

2.6 Crecimiento y esporulación  

Inocular alícuotas de 4 x 103 esporas por cada 10 mL de medio de cada cepa e incubar. Al 

tercer día el micelio se lava con 3 mL de Tween 80 (0.002 %) haciendo pasar un asa estéril 

delicadamente sobre este. El sobrenadante se separa en tubos Eppendorf (2 por cada placa de 

Petri) y se homogeniza en Vortex a 8000 rpm. Se mezclan ambas pastillas en un solo tubo 

Eppendorf y se resuspenden en 1 mL de Tween 80 (0.002 %). Para determinar el número de 

esporas, se homogeniza el tubo Eppendorf con las esporas con Vortex (5 min) y se cuentan 
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alícuotas de 8 μL (por cada retícula) en cámara de Neubauer. De ser necesario se pueden 

realizar diluciones de la muestra original. 

 

2.7 Detección de óxido nítrico con DAF-FM diacetato  

Inocular 4 x 103 esporas en 10 mL de medio mínimo líquido, utilizando glutamina, NO3 o 

NO2, como fuente de nitrógeno según se deseé analizar, incubar en agitación a 180 rpm 

durante 20 h. Terminado el tiempo de incubación separar el micelio del caldo de cultivo con 

ayuda de una membrana de 0.2 µm y un filtro de jeringa, lavar la pastilla con solución PBS 

1x y resuspender el micelio en 1 mL de PBS 1x. A la muestra problema agregar DAF-FM 

diacetato hasta una concentración de 20 μM. Incubar durante 1 h a temperatura ambiente en 

oscuridad. Durante este periodo ocurre la reacción entre el DAF-FM diacetato y el NO 

disponible. Para preparar las muestras para ser observadas a través del microscopio de 

fluorescencia, primero se centrifugan a 10 000 rpm durante 5 min y se desecha el 

sobrenadante, la pastilla se lava con PBS 1x (dos veces) con ayuda de una pipeta, para 

eliminar DAF-FM diacetato remanente, resuspender la biomasa en 1 mL de PBS 1x y 

homogenizar en Vortex durante 30 s, tomar alícuotas de 20 μL y preparar para su observación 

(utilizando un portaobjetos y un cubreobjetos). El microscopio de fluorescencia Leica 

DM500B, debe de estar encendido una hora antes de poder utilizarlo, porque la fuente de 

poder necesita calentar. Para evitar ruido o reacciones secundarias se trabaja en oscuridad,  

se coloca la muestra sobre la platina y se enfoca utilizando el objetivo de 10x, seleccionar el 

filtro de 465-495 nm dentro del software del microscopio y registrar imágenes bajo los 

objetivos de 10x y 20x. Las imágenes quedan guardadas dentro del ordenador adaptado al 

microscopio y deben ser guardadas dentro de un disco virgen.  
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III RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1 Bioinformática  

El objetivo de este capítulo es identificar In silico secuencias de genes involucrados en el 

metabolismo de NO en M. circinelloides. Se ha propuesto que el NO puede producirse a 

partir de oxidación de poliaminas o aminoácidos como la L-arginina, en un proceso que 

podría involucrar a especies reactivas del oxígeno. Sin embargo, estas rutas metabólicas no 

han sido reportadas en hongos. El NO también puede encontrar su origen de manera exógena, 

por ejemplo, si se trata de algún hongo patógeno y el hospedero utilice los radicales de 

nitrógeno (NO, NOO-) como parte de su mecanismo de defensa. Para catálisis de NO a una 

especie no dañina, se han reportado enzimas del tipo flavohemoglobinas, P450 NO reductasa 

y GSNO reductasa, que lo convierten a NO3, óxido nitroso y amoniaco (NH3
+), 

respectivamente (Canovas et al., 2016). Dichas rutas se encuentran resumidas en la Figura 

10. 

 

Figura 10.- Metabolismo de NO.  En verde, posibles rutas de biosíntesis; en rojo, NO exógeno (hospederos); 

en naranja, rutas de eliminación; y en azul, procesos en los que presuntamente participa el NO.  En negrita, 

número de acceso de dicha proteína en el genoma de Mucor circinelloides (modificado de Cánovas et al., 

2016). 
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Se llevó a cabo la búsqueda dentro de la literatura de secuencias reportadas como funcionales 

y con actividad de flavohemoglobina (Biesebek et al., 2012), p450 óxido nítrico reductasa 

(Shoun et al., 2012) y GSNO reductasa y se utilizaron para encontrar homólogos dentro de 

la base de datos de tres hongos Mucorales, M. circinelloides, Phycomyces blakesleeanus y 

Rhizopus delemar. Para realizar la búsqueda se utilizó tanto la cadena de aminoácidos 

completa, así como aquellos aminoácidos que conforman los dominios altamente 

conservados. Se utilizó el programa Smart-embl (Schultz et al., 1998, 2000; Ponting et al., 

1999; Copley et al., 1999; Letunik et al., 2002, 2004, 2006, 2009, 2012, 2014, 2017) para 

encontrar los dominios (predichos) conservados en las enzimas reportadas. 

 

 

 

Flavohemoglobina 

 

P450 NO reductasa  

 

GSNO reductasa  

 

aminoácidos 

 

 

No se encontró ninguna secuencia candidato para flavohemoglobina o para P450 NO 

reductasa en las bases de datos de M. circinelloides, Phycomyces blakesleeanus y Rhizopus 

delemar. Por lo que respecta a una GSNO reductasa, se encontraron las secuencias 151823 y 

28972 de M. circinelloides y P. Blakesleeanus, respectivamente, como los mejores 

candidatos a dicha enzima.  

 

Figura 11.-Dominios conservados de enzimas que participan en el metabolismo del NO.  Se utilizó el 

programa Pfam (Smart-EMLB) para la predicción de dominios.  Se utilizaron las secuencias reportadas por 

Biesebeck et al. (2012) para FVH, Shounet al. (2012) para P450 y las reportadas en el NCBI para GSNO 

reductasa.  Los números indican la longitud de las secuencias (aa).  N, amino terminal, y C, carboxilo 

terminal.  
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Se utilizaron las secuencias reportadas como funcionales de GSNO reductasa de animales, 

plantas, hongos y bacterias para generar un dendrograma que permite observar las proteínas 

utilizadas para realizar la busqueda, y la cercanía que existe entre ellas. Se utilizó el programa 

Geneious prime 2019, mediante el método neighbor joining con un aproximado de 10 000 

iteraciones y se utilizó la secuencia de actina de A. thaliana como la secuencia fuera de grupo, 

el dendrograma generado se muestra en la Figura 12.  

 

Figura 12.- Dendrograma de GSNO reductasas realizado con el programa Geneious prime 2019. La 

secuencia que queda fuera de grupo es la de la actina de Arabidopsis thaliana. Mus musculus (P28474), 

Rattus norvegicus (P12711), Oryza sativa (Q0DWH1), Zea mays (P93629), Arabidopsis thaliana (Q96533), 

Schizosaccharomyces pombe (P78870), Candida maltosa (Q06099), Saccharomyces cerevisiae (P32771), 

Pichia pastoris (O74685), Mucor circinelloides (151823), Phycomyces blakesleeanus (28972), Escherichia 

coli (P25437) y Paracoccus denitrificans (P45382). El grado de divergencia está representado como una 

escala al fondo de la imagen.  

Mientras que las secuencias provenientes de animales y plantas se agrupan en una sola rama, 

las de hongos y bacterias aparecen enlistadas en el mismo grupo, lo que indica que son más 

cercanas entre sí respecto a las demás secuencias.  
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Para analizar la homología entre las secuencias y sus dominios se realizó un alineamiento 

múltiple, utilizando los programas CLUSTAL-W (Madeira et al., 2019) y BOX-SHADE, 

entre la secuencia de la GSNO reductasa de S. cerevisae, reportada como funcional (Liu et 

al., 2001), y aquellas candidatos de M. circinelloides y P. Blakesleeanus, como se muestra 

en la Figura 13.  

 

 

Los residuos de cisteína en la posición 49, 101, 104, 107, 115, 179, así como histidina en la 

posición 71, conforman el sitio activo en la secuencia de la GSNO reductasa de S. cerevisiae. 

Estos se encuentran conservados, así como los dominios en las tres secuencias. 

 

 

Figura 13.- Alineamiento de secuencias múltiple de las GSNO reductasa de Saccharomyces cerevisiae, 

Phycomyces blakesleeanus y Mucor circinelloides. Los aminoácidos que se presentan en negro indican 

identidad y en gris sustitución. En verde los aminoácidos que conforman el dominio alcohol deshidrogenasa 

y en naranja el dominio de unión a zinc. Las estrellas indican la posición de los aminoácidos del sitio activo 

en la secuencia de S. cerevisiae. 
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3.2 Fenotipo, desarrollo y esporulación  

Se cultivaron aproximadamente 4 x 103 esporas de las cepas tipo silvestre, control y mutantes 

de la nitrato reductasa de M. circinelloides, en luz u obscuridad, en 10 mL de medio MMC o 

medio mínimo cuya única fuente de nitrógeno es el NO3 durante 3 días, finalizado este 

periodo se tomaron las fotografías, presentadas en las Figuras 14 y 15, y se recolectaron las 

esporas.  

 

. 

 

Medio MMC 

Luz  

WT  MU402  ΔmuNosΔMuNr  ΔMuNr  
    

Oscuridad  
    

Figura 14.- Cepas de Mucor circinelloides creciendo en MMC bajo luz u obscuridad. Se cultivaron 

aproximadamente 4 x 103 esporas de la línea silvestre (WT), control (MU402) y mutantes de la nitrato 

reductasa (ΔMuNr y ΔMuNosΔMuNr) en 10 mL de medio y se tomaron las fotografías al 3er día. 
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Medio mínimo de NO3  

Luz 

WT MU402 ΔmuNosΔMuNr ΔMuNr 

 

   

Oscuridad  

    

Figura 15.- Cepas de Mucor circinelloides creciendo en medio mínimo de NO3 (Mehrotra 1967) bajo luz u 

obscuridad. Se cultivaron aproximadamente 4 x 103 esporas de la línea silvestre (WT), control (MU402) y 

mutantes de la nitrato reductasa (ΔMuNr y ΔMuNosΔMuNr) en 10 mL de medio y se tomaron las fotografías 

al tercer día. 

 

El medio MMC permitió el desarrollo de las cuatro cepas, mientras que en el medio mínimo 

de NO3 no se desarrolló la cepa ΔmuNosΔMuNr y ΔMuNr parece encontrar su desarrollo 

comprometido, esto se observa al comparar el fenotipo de ΔMuNr y MU402, mientras que 

en las condiciones control (Figura 14) el crecimiento de ambas fue similar, en las condiciones 

de experimentación (Figura 15) el aislado ΔMuNr se encontró en desventaja.   

 

Como se ha revisado el NO parece estar involucrado en la formación de esporas, y 

presuntamente dos de las cepas objeto de estudio (ΔMunr y ΔMuNosΔMuNr) producen menos 

NO que las tipo silvestre (WT) y control (MU402) por ello se cuantificaron las esporas 

producidas por cada línea de Mucor durante tres días en medio MMC y medio mínimo de 

NO3 en luz u obscuridad, en la Figura 16 se presentan los resultados de dicho conteo, (se 

omitieron los datos obtenidos de la cepa tipo silvestre, puesto que alcanzó rangos en un orden 

de magnitud mayor en MMC 1.45 x 108 y 1.28 x 108 esporas/mL en luz y obscuridad, 

respectivamente; en NO3 1.11 x 08  en obscuridad). 
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En medio MMC, la cepa silvestre esporuló en mayor cantidad seguida de ΔMunr, MU402 y 

finalmente ΔMuNosΔMuNr. En el medio mínimo de NO3 nuevamente la cepa silvestre 

esporuló en mayor cantidad, mientras que la cantidad de esporas producida por ΔMunr y 

MU402 son similares, ΔmuNosΔMuNr no fue capaz de desarrollarse en dichas condiciones. 

Cuando la única fuente de nitrógeno es el NO3 las mutantes de la nitrato reductasa parecen 

estar afectadas respecto a su desarrollo y esporulación. No existe una diferencia apreciable 

entre la esporulación en condiciones de luz y oscuridad.  

 

El anión clorato (ClO3
-) es una especie reactiva que resulta tóxica para cualquier organismo 

que tenga la capacidad de reducirlo e incorporarlo a su metabolismo, de igual manera que el 

NO3 el ClO3
-
 puede ser utilizado como sustrato por la nitrato reductasa. Por ello, se cultivó a 

ΔmuNosΔMuNr y la cepa silvestre en medios mínimos donde la única fuente nitrogenada 

fuera la glutamina a una concentración de 3 mM y se añadió KClO3 al medio hasta una 

concentración de 30 mM, después de tres días de crecimiento las esporas fueron recolectadas 

y contadas, los resultados del anterior experimento se encuentran en la Figura 17.  

Figura 16.- Esporulación de las cepas tipo control y mutante de la nitrato reductasa de Mucor circinelloides en 

diferentes medios. Barras verde fuerte medio MMC en luz, barras verde claro medio MMC obscuridad, barras 

grises medio mínimo de NO3 en oscuridad. Se contaron las esporas producidas en 3 días por las cepa control 

(MU402) y  mutantes de la nitrato reductasa (ΔMunosΔMuNr, ΔMuNr). 
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La Figura 17 hace evidente que la adición del ion ClO3
- al medio donde se encuentra 

creciendo la cepa silvestre disminuye la concentración de esporas en 85% , casi un orden de 

magnitud (de 8x107 a 1.01x107 esporas/mL), mientras que en ΔMuNosΔMuNr la 

concentración de esporas se reduce un 60.62% (de 8.33x107 a 3.82x107 esporas/mL). 

ΔMuNosΔMuNr parece ser más tolerante al ClO3
- que la cepa silvestre. 

 

También se cultivaron las cepas silvestre y ΔmuNosΔMuNr en un medio tal que únicamente 

se expresara la nitrato reductasa y que dicha expresión fuera nociva para el microorganismo. 

Este fue medio mínimo con NO3, preparado como se indica en materiales y metodos pero 

añadiendo KClO3 hasta una concetración de 30 mM. Las imágenes de dicho experimento se 

encuentran reportadas en la Figura 18.  

 

 

 

 
 

 
 

Figura 18.- Cepas tipo silvestre y ΔMuNosΔMuNr de M. circinelloides creciendo en medio mínimo con NO3 

y ClO3
-
.  

En lo que comprende la cepa silvestre es lógico que no crezca, puesto que expresa la nitrato 

reductasa para reducir el NO3 presente en el medio pero en este proceso también reduce al 

 WT  ΔmuNosΔMuNr  

 

 

NO3+ ClO3
-
  

  

Figura 17.- Esporulación de la cepas tipo silvestre y ΔMuNosΔMuNr de M. circinelloides creciendo 

en medio mínimo con glutamina o glutamina y ClO3. 
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ClO3
- e impide su desarrollo. ΔmuNosΔMuNr no debería crecer porque presuntamente no 

contiene la información genética necesaria para asimilar el nitrato, contrario a este supuesto 

si se puede desarrollar en estas condiciones.  

 

 

3.3 Cuantificación de óxido nítrico  

 

 +DAF-FM d -DAF-FM d 

 10x 20x 10x 

 

 

 

 

WT 

   
 

 

 

 

MU402 

   
 

 

 

ΔMuNos

ΔMuNr 

 
 

  

Figura 19.- Cuantificación de NO en micelio las cepas silvestre, MU402 y ΔMuNosΔMuNr de Mucor 

circinelloides. En la primer columna se encuentra la cepa a la que pertenecen las imágenes. + DAF-FM d, 

indica que se la imagen se capturo en el micelio tratado con DAF-FM diacetato. –DAF-FM d, indica que la 

imagen fue capturada en ausencia del reactivo DAF-FM diacetato. 10x, 20x, son los objetivos bajo los que se 

observaron las muestras.  

 

El NO al ser un compuesto nitrado su producción debe estar forzosamente relacionada con 

la asimilación de nitrógeno. La vía de asimilación de NO3 involucra la reducción de esta 

molécula hasta NH4 y este último se incorpora al α-cetoglutarato (Ter Schure et al., 2000).  
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Se cultivaron 4 x 103 esporas de las cepas silvestre, MU402, y ΔMuNosΔMuNr, en medio 

mínimo con glutamina como la única fuente de nitrógeno, el micelio total fue cosechado a 

las 24 h y se cuantificó el NO utilizando el reactivo DAF-FM diacetato, como se muestra en 

la Figura 19. 

 

No sería correcto basarse únicamente en la observación para determinar si existe un cambio 

de la señal fluorescente entre las cepas. Las imaganes obtenidas pueden ser procesadas 

utilizando paquetes informáticos que le asignen un valor a dicha señal. Como es el caso del 

programa ImageJ, este le asigna un valor a cada uno de los pixeles que conforman a la 

fotografía, que va desde el 0 hasta el 255, promedia los valores y este último dato es el que 

se toma como el total de la señal fluorescente. En la Tabla 5, se presentan los valores del 

promedio de la señal fluorescente de las fotografías presentadas en la Figura 19. 

 

Tabla 5.- Promedio de la señal fluorescente calculado con el programa Image J. + DAF-FM diacetato, en 

presencia del reactivo. -DAF-FM diacetato en ausencia del reactivo, control negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4 Análisis de la presunta GSNO reductasa encontrada en el genoma de M. 

circinelloides  

 

Como se mostró en el primer apartado de los resultados de esta tesis la secuencia con número 

de acceso 151823, en la página del genoma de M. circinelloides, conserva los aminoácidos 

que conforman el sitio activo en la secuencia de la GSNO reductasa de S. cerevisiae, así 

como los dominios necesarios para su función. La evidencia apunta a que dicha proteína se 

trate de una GSNO reductasa.  

 

Cepa + DAF-FM 

diacetato 

-DAF-FM 

diacetato 

WT 45.06 6.09 

MU402 24.28 5.84 

ΔMunos Δ 

Munr 

25.56 5.05 
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Además de lo anterior se reportó (Guerra et al., 2016) que los residuos de cisteína en las 

GSNO reductasas, además de estar altamente conservados, también son sitios susceptibles a 

ser nitrosilados y que dicha reacción regula su actividad y estabilidad, como fue demostrado 

utilizando las secuencias de GSNO reductasas de Homo sapiens, Arabidopsis thaliana y 

Saccharomyces cerevisiae. A continuación, en la Fígura 20, se muestra el alineamiento de 

secuencias multiple, producto de su investigación donde resaltan como los residuos de 

cisteína se encuentran altamente conservados y aquellos que son susceptibles a ser 

nitrosilados y que por tanto están relacionados a su estabilidad y actividad enzimática, en 

esta figura también se utilizó para alinear la secuencia encontrada como candidato a una 

GSNO reductasa de M. circinelloides.  

 

Figura 20.- Alineamiento de secuencias múltiple de GSNO reductasa. Saccharomyces, Saccharomyces 

cerevisiae. Mucor, Mucor circinelloides. Arabidopsis, Arabidopsis thaliana. Homo, Homo sapiens. En 

amarillo aparecen resaltados las cisteínas presentes en las secuencias. Las cisteínas marcadas con una estrella 

representan aquellos residuos susceptibles a ser nitrosilados. Aparecen dentro de un cuadro negro aquellos 

relacionados al acoplamiento del zinc a la estructura de la enzima. 

 

Los residuos de cisteína que regulan la actividad se encuentran conservados, lo que convierte 

a la secuencia de M. circinelloides en un mejor candidato para ser estudiado en su 

participación con el metabolismo del NO.  

 

3.5 Fenotipo de las cepas ΔmuNosΔMuNr y ΔMuNr 

 

El medio MMC contiene diversas fuentes de nitrógeno, contrario al mínimo de NO3 donde 

únicamente se encuentra el NO3 como compuesto nitrogenado de manera que para poder 
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crecer en el M. circinelloides debe expresar las enzimas necesarias para poder utilizarlo. 

Como se muestra en la Figura 21, es de esperarse que todas las cepas crezcan en medio MMC 

porque ninguna está afectada en la ruta de asimilación de alguno de los compuestos que 

contiene, contrario a lo que se espera de las mutantes de la nitrato reductasa que no deberían 

crecer en un medio donde la única fuente de nitrógeno es el NO3. 

 

 

Figura 21.- Desarrollo de Mucor circinelloides en medio MMC y mínimo de NO3. La flecha roja indica el paso 

que es catalizado por la nitrato reductasa de la cual las líneas ΔMuNr y ΔmuNosΔMuNR son mutantes 

 

Contrario a lo que se esperaba ΔMuNr fue capaz de crecer en el medio mínimo de NO3. Ésto 

se puede explicar de la siguiente manera, M. circinelloides es un organismo pluricelular y 

pueden coexistir dentro de su estructura núcleos que contengan la información silvestre y 

aquellos donde el gen que codifica para la nitrato reductasa se encuentre interrumpido, por 

ello es probable que ΔmuNosΔMuNr y ΔMuNr se traten de organismos heterocariontes. Este 

supuesto es nuevamente corroborado en el ensayo de crecimiento en medio de NO3 + ClO3
- 

donde ΔmuNosΔMuNr fue capaz de crecer a diferencia de la línea silvestre, aquellos núcleos 

con la información original serían los que estarían reduciendo el NO3 a NO2 y únicamente 

estarían proliferando aquellos que no reducen el ClO3
-
. 

 

El fenotipo mutante de la nitrato reductasa obtenido durante esta investigación es parecido al 

reportado por Pfannmüller et al., (2017), como se muestra en la Figura 22. 
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Figura 22.- Comparación entre los fenotipos de una línea mutante de la nitrato reductasa reportados por 

Pfannmüller et al., (2017) y los obtenidos en esta investigación. Gln, medio suplementando con glutamina 6 

mM. Gln + ClO3, medio suplementado con glutamina 6 mM más ClO3 30 mM. WT, línea silvestre. 

ΔmuNosΔMuNr, mutante de la nitrato reductasa de M. circinelloides. ΔNIAD, mutante de la nitrato reductasa 

de F. fujikuroi 

En ambos casos en las condiciones control (Gln 6 mM)  todas las cepas crecen de manera 

similar porque ninguna está afectada en alguna enzima involucrada en la asimilación de este 

aminoácido, por otra parte en las condiciones de experimentación (Gln 6 mM + KClO3 30 

mM) la línea silvestre cesa su crecimiento al poco tiempo de su desarrollo, asimila la 

glutamina presente y una vez que hay escases del recurso expresa las enzimas necesarias para 

utilizar fuentes alternas de nitrógeno, entre las que se encuentra la nitrato reductasa que 

reduce el ClO3
- a ClO2

- y por alta reactividad de este compuesto el organismo perece, 

mientras que las mutantes de la nitrato reductasa crecen de manera similar que en las 

condiciones control. 

 

También es importante resaltar que durante la experimentación todas las líneas de M. 

circinelloides pasaron por repetidos periodos de cultivo, donde es probable que se pudiera 

haber perdido la mutación presente en ΔMuNr y ΔmuNosΔMuNr por las condiciones sobre 

las que se desarrollaron. 
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3.6 Cuantificación de óxido nítrico de las mutantes de la nitrato reductasa de M. 

circinelloides   

 

En contraste con lo reportado por Tinajero (2018) no se aprecia una diferencia significativa 

respecto a la señal fluorescente entre MU402 y ΔMuNosΔMuNr. Es importante indicar que 

los medios de cultivo que se utilizaron en ambos experimentos son diferentes, el utilizado 

para cuantificar la señal fluorescente en el 2018 fue medio MMC y no fue a partir de una 

concentración conocida de esporas, mientras que el medio utilizado en el presente 

experimento fue medio mínimo con glutamina como única fuente de nitrógeno y se utilizaron 

4 x 103 esporas por cada 10 mL de caldo de cultivo. También se debe resaltar que las mutantes 

que las cepas que se utilizaron para obtener estos resultados ya habían pasado por varios 

ciclos de vida y es probable que el linaje mutante fuese perdido en el proceso. 
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CONCLUSIONES 
 

Los resultados obtenidos durante esta investigación han permitido obtener las siguientes 

conclusiones:  

 

La secuencia con número de acceso 151823 disponible en la página del genoma de M. 

circinelloides es un buen candidato para ser estudiada como una GSNO reductasa y su papel 

en el metabolismo de NO. 

 

Se determino el fenotipo de las cepas ΔMuNosΔMuNr y ΔMuNr en medio mínimo 

conteniendo únicamente glutamato o NO3 como fuente de nitrógeno. Ambas transformantes 

contienen núcleos donde el gen que expresa la nitrato reductasa se encuentra interrumpido y 

aquellos con la información silvestre.   

 

El genotipo de ΔMuNosΔMuNr y ΔMuNr debe de ser comprobado utilizando el ADN 

genómico de ambas cepas para realizar una PCR empleando oligonucleótidos específicos 

(sentido y antisentido) para los genes de la nitrato reductasa, LeuA y pyrG, utilizando a 

MU402 como cepa control.  

 

Las cepas ΔMuNosΔMuNr y ΔMuNr deben de ser manipuladas de manera que no se favorezca 

el desarrollo de los núcleos con genotipo silvestre. 

 

No se encontró un cambio respecto a la media de la señal fluorescente, obtenida mediante la 

prueba con el reactivo DAF-FM diacetato, en las cepas MU402 y mutantes de la nitrato 

reductasa.  
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