
Di r ecci ó n:Di r ecci ó n:  Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :Co nta cto :  digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis Doctoral

Estudio bioquímico de las isoformas deEstudio bioquímico de las isoformas de
las subunidades R y C de la proteínalas subunidades R y C de la proteína

quinasa A de Mucor circinelloides y susquinasa A de Mucor circinelloides y sus
efectos en el desarrollo y laefectos en el desarrollo y la

diferenciacióndiferenciación

Ocampo, Josefina

2010

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Ocampo, Josefina. (2010). Estudio bioquímico de las isoformas de las subunidades R y C de la
proteína quinasa A de Mucor circinelloides y sus efectos en el desarrollo y la diferenciación.
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.

Cita tipo Chicago:

Ocampo, Josefina. "Estudio bioquímico de las isoformas de las subunidades R y C de la
proteína quinasa A de Mucor circinelloides y sus efectos en el desarrollo y la diferenciación".
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 2010.

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES 

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales 

Departamento de Química Biológica 

 

 

Estudio bioquímico de las isof ormas de las subunidades R y C 

de la Proteína Quinasa A de Mucor circinelloides y sus efectos 

en el desarrollo y la diferenciación   

 

 

Tesis presentada para optar al título de Doctor de la Universidad de Buenos 

Aires en el área Química Biológica 

 

 

Josefina Ocampo 

 

 

Directora: Silvia Graciela Rossi 

Consejera de estudios: Silvia Margarita Moreno de Colonna 

 

Lugar de trabajo: Laboratorio de Biología Molecular y Transducción de Señales, 

Departamento de Química Biológica, Facultad Ciencias Exactas y Naturales, 

Uinversidad de Buenos Aires. 

 

Buenos Aires, 2010. 



Resumen 

 
 

Estudio bioquímico de las isoformas de las subunidades R y C de la proteína 
quinasa A de Mucor circinelloides y sus efectos en el desarrollo y la 

diferenciación  
 

RESUMEN  

La vía de señalización por cAMP-proteína quinasa A (PKA) juega un rol 

importante en la regulación del desarrollo, crecimiento y virulencia en un variado 

número de hongos. La PKA está compuesta por un dímero de subunidades 

regulatorias (R) y dos subunidades catalíticas (C). La subunidad R posee una 

estructura modular con un dominio de dimerización y anclaje (D/D) en el extremo N-

terminal y dos dominios de unión de cAMP en el extremo C-terminal, entre ambos 

se encuentra una zona bisagra que incluye el sitio inhibitorio (IS). A ambos lados del 

IS se definen el linker I y linker II. Nuestro modelo de estudio es el hongo Mucor 

circinelloides cuya holoenzima PKA se diferencia de las de otras especies por su 

mayor fuerza de interacción R-C.  

En esta tesis demostramos la participación del linker I en la interacción R-C y 

la importancia de su naturaleza química, dada por la presencia de un grupo residuos 

ácidos, para establecer la alta fuerza de interacción entre las subunidades. 

Definimos por primera vez en hongos la existencia de cuatro isoformas de 

subunidad R, PKAR1, PKAR2, PKAR3 Y PKAR4, las cuales se expresan en forma 

diferencial a lo largo del desarrollo de M. circinelloides. Mediante la construcción de 

dos cepas que poseen anulados los genes de pkaR1 y pkaR2 demostramos que 

cada una de las isoformas posee roles diferentes en la diferenciación y morfología 

del hongo. M. circinelloides también presenta múltiples isoformas de subunidad C, 

de las cuales hemos ahondado en el estudio de una en particular denominada 

PKAC. Caracterizamos la isoforma como una posible pseudoquinasa por las 

características de su secuencia aminoácidica y por la falta de actividad catalítica. 

Finalmente demostramos la existencia de variantes de R modificadas post-

traduccionalmente por ubiquitinación, en particular se definieron isoformas 

multiubiquitinadas de alto PM y la monoubiquitinación de PKAR2. 

 

Palabras clave: PKA, cAMP, linker I, Mucor circinelloides, isoformas de R, 

diferenciación. 

 



Abstract 

 
 

 

Biochemical study of the R and C isoforms of Protein Kinase A in Mucor 

circinelloides and their effects on devel opment and differeciation 

 

 

ABSTRACT 

The PKA signal transduction pathway plays an important role in growth, 

development, morphology and virulence of many fungi. PKA is composed of a dimer 

of regulatory subunits (R) and two catalytic subunits (C). The R subunits has a 

modular structure: a dimerization docking domain (D/D) at the N-terminus; two 

tandem cAMP binding domains at the C-terminal region (CNB) and a hinge variable 

region that includes an inhibitory sequence (IS). At both sides of the IS the regions 

linker I and linker II are defined. Our experimental model is the fungus Mucor 

circinelloides with a PKA holoenzyme that differs from other species for its high 

affinity interaction between R and C subunits. 

In this work we show the importance of linker I region in the R-C interaction 

and also the importance of its chemical nature in determining the high affinity 

interaction between its subunits. The existence of four R subunits isoforms, PKAR1, 

PKAR2, PKAR3 and PKAR4 is reported. These isoforms show a differential 

expression through M. circinelloides development. The construction of two strains 

with deletions in pkaR1 and pkaR2 genes, allowed to demonstrate the role of PKA in 

the regulation of morphological and cellular development.in M. circinelloides. This 

fungus also has multiple genes coding for C subunits; we have particularly studied 

the characteristics and the role of PKAC. This isoform has been characterized as a 

putative pseudokinase since it is catalytically inactive and has unusual aminoacidic 

sequence. Finally, we show that some R isoforms are modified post-translationally 

by ubiquitination, particularly the multiubiquitinated high molecular weight isoforms 

and the monoubiquitinated PKAR2. 

 

Key words: PKA, cAMP, linker I, Mucor circinelloides, R subunits isoforms, 

differentiation. 

 

 



Agradecimientos 

 
 

Agradecimientos:  

 Han pasado casi 6 años desde que comencé mi doct or ado y en est e 
moment o en que t engo que volcar  sobr e un papel t odo lo hecho en est e t iempo, 
vienen a mi cabeza un mont ón de r ecuer dos. Cada día y cada exper iment o no sólo 
t iene el valor  del r esult ado, sino de las anécdot as, las sit uaciones buenas o malas 
que los acompañar on, y lo más impor t ant e: las personas  que siempr e est uvier on 
pr esent es y a las que t engo mucho que agr adecer … 
   

A mi Directora Silvia Rossi,  por  haber me acompañado t odos est os años y 
haber  est ado siempr e en el día a día discut iendo r esult ados y solucionando t odos 
los pr oblemas. Por  haber me t enido t ant a paciencia al pr incipio cuando no sabía 
hacer  casi nada y haber  dedicado t ant o t iempo a enseñar me. Por  ser  t an 
expedit iva en t odo: par a planif icar , par a evit ar  los cont r at iempos, por  dar t e 
cuent a siempr e en que me equivoqué y ahor r ar me t iempo par a los f ut ur os 
exper iment os, por  hacer  que el labor at or io en gener al f uncione mej or  y que los 
pr oblemas de mañana est én r esuelt os desde ayer . Siempr e voy a sent ir  una 
gr at it ud inf init a por  lo que signif icó par a mí est a et apa y por  lo mucho que 
t uvist e que ver  con mi apr endizaj e. Cr eo que en est os años no solo me f or mé, 
sino que t ambién me Rossisé. Gr acias por que más que mi dir ect or a par a mi sos mi 
maest r a. Por que si bien, la palabr a dir ect or a encier r a r espet o, la palabr a 
maest r a además, incluye un gr an car iño. 

 
A Silvia Moreno,  por  haber  conf iado en mí sin conocer me y haber me dado 

la posibilidad de int egr ar  t u gr upo de t r abaj o. Por que siempr e sos un mot ivo de 
or gullo par a t odo el labor at or io por  ser  un ej emplo de excelencia cient íf ica y 
docent e, de esf uer zo, de dedicación y sobr e t odo por  t u calidad humana. Gr acias 
por  haber me t r at ado de igual a igual desde el pr imer  día, por  est ar  siempr e al 
t ant o de t odos los r esult ados y apor t ar  siempr e ideas nuevas y un gr acias más 
gr ande, por  pr eocupar t e t ambién por  nuest r os cuando t enemos algún pr oblema. 
 

A mis compañeros,  est e gr upo de per sonas que ocupar on un lugar  muy 
impor t ant e en est a et apa de mi vida, ya que con ust edes compar t í la mayor  par t e 
de mi t iempo, los f r acasos, los logr os y las char la de los almuer zos…  

 
A Paula , por  est ar  siempr e int er esada en mis r esult ados y apor t ar  ideas, 

por  hacer t e siempr e un r at o del t iempo que nunca t e sobr a par a discut ir  algún 
exper iment o o sacar me alguna duda, y por  haber me ayudado con la docencia.  

 
A Fiore,  por  las t ant as char las de aut oayuda cuando los exper iment os no 

dan y por  compar t ir  t ambién los buenos moment os; per o por  sobr e t odo por  



Agradecimientos 

 
 

haber  sabido levant ar  mi ánimo en los malos moment os y por  haber me ayudado 
hast a en cosas domést icas. 

 
A Rich,  por  saber  siempr e de t odos los t emas y apor t ar nos un poco de 

cult ur a y hast a en algunos casos soluciones inesper adas, per o por  sobr e t odas las 
cosas por  hacer me mat ar  de r isa y hacer  de labor at or io un lugar  diver t ido. 
 

A Vane,  por  est ar  siempr e bien pr edispuest a, por  t ener  la mej or  onda 
par a t odo, por  animar me cuando las cosas no salen, por  r epet ir me con paciencia 
los pr ot ocolos de MALDI  t odas las veces que t e los pr egunt o, per o sobr e t odo 
por que se que siempr e est ás disponible par a char lar  de la vida o de Lost ! 

   
A Cons,  por  haber  desar r ollado la capacidad de t r abaj ar  en 10 cm de 

mesada con t al de no molest ar nos, por  ayudar me t ant as veces cuando sent ía que 
el t iempo no me alcanzaba, por  ayudar me con la docencia y por  est ar  siempr e de 
buen humor . 
 

A Lucas,  por  ser  t an buen compañer o, por  est ar  siempr e at ent o a ayudar , 
a solucionar  las cosas, por  est ar  siempr e t r anquilo cuando est amos t odos 
ner viosos y por  las laaaaaaaaaaaaar gas char las compar t idas. 
 

A Let i,  por  ser  t an divina, por  t u buena onda par a t r abaj ar , par a ayudar , 
por  t r ansmit ir  siempr e una ener gía muy posit iva y por  los budines!!! 
 

A Nico,  un gr acias enor me por  haber me ayudado t ant o cuando 
t r abaj amos j unt os, por  haber t e esmer ado en que t odo salier a bien, por  la onda 
que le pusist e, por  bancar t e las kinasas y muchas veces t ambién mi mal humor .  
 

A t r es compañer as con quienes compar t í gr an par t e de est e t iempo: 
A J ime,  por  haber me ayudado a compr ender  el mundo de la PKA cuando me 

cost aba ent ender  mis pr opios exper iment os y por  haber me acompañado en 
t ant as cosas f uer a del t r abaj o, como hacer me pr obar  por  pr imer a vez una 
hambur guesa de McDonald’s. A Pía por  haber  logr ado con t u calidez que me 
sient a cómoda en el labo desde el pr imer  día, y a Elba por  ayudar me siempr e con 
t us conocimient os químicos y por  haber me ensañado t ant as cosas de Mucor . 
 

A ot r os compañer os que pasar on dur ant e est os años, que su r ecuer do 
siempr e me t r ae una sonr isa y la imagen de muchas sit uaciones diver t idas: Vicky,  
I r i y Marce,  t ambién gr acias a Pat r i y Paula G.  con quienes compar t í menos 
t iempo en dist int os moment os per o que est ar án siempr e en mis r ecuer dos de 
est a et apa. 



Agradecimientos 

 
 

 
A Victor de la Univer sidad de Mur cia, por  haber me r ecibido con t ant a 

hospit alidad, por  haber me enseñado t ant as cosas y haber  hecho t odo lo posible y 
lo imposible par a que mi est adía allá dier a sus f r ut os y que me sint ier a a gust o. 
También gr acias a los chicos de t u labo, especialment e a Fát ima que me 
acompaño en t odo el pr oceso. Gr acias a Silvia,  a Juan P y a Sebi  por  cont est ar  
t odos mis mails hast a el día de hoy evacuando mis dudas y hast a discut iendo 
r esult ados. Gr acias a Mar ía, a Laur a a Sant iago y a Rosa. Gr acias a t odos ust edes 
por  haber  logr ado que a pesar  de lo mucho que ext r añé en ese t iempo, me haya 
t r aído el mej or  de los r ecuer dos de ust edes. 
 

Al personal no docentes:  Gladis,  Juan,  Mir iam,  Mart ín y Ayelen , por  la 
cont r ibución de cada uno desde su f unción dur ant e est os años.  

 
A Dante de bajas t emperaturas del pabellón I , por  la innumer able 

cant idad de veces que salvó mis exper iment os cuando me quedaba sin N2 líquido. 
 
A t oda la gente del Depto.  de Qca Biológica y de la f acult ad  que de 

alguna u ot r a maner a me ayudó cuando necesit é algo. Ser ía imposible mencionar  a 
t odos, per o quier o agr adecer  especialment e a aquellos con quienes más cosas 
compar t í o que me ayudar on en r eit er adas opor t unidades: A Susi, a Mar iana, a 
Sabr i y a Char li; a Ceci y sus becar ias; a los Cánepas; a los Pecci-Kor don; a Omar  
Cosso; a Mar io y Luciana, a Sandr a Ruzal y especialment e a sus becar ios Mar iano, 
Mer cedes y Mar iana que me ayudar on un mont ón de veces; y a Mar iela Scassa 
por  su buena onda y por  las veces que me dio una mano. 
 
 A mis docentes de la Universidad Nacional de Rosario,  que supier on 
t r ansmit ir me su pasión por  la ciencia haciendo que inicie est e camino. 
 

A Pablo Y Tamara,  por  haber  sido quienes me convencier on de empezar  
un doct or ado y por  haber  sido mis gar ant es casi sin conocer me cuando no podía 
alquilar  de ot r a maner a.  

 
A mis amigos de Paiva y Rosario:  Analía, Daniel, Lau, Mar ia, Md y Mile a 

quienes pude ver  t an pocas veces en est os años, gr acias por que a pesar  de eso 
siguen siendo mis amigos. 

 
A mis amigas  Mariana,  Mara,  Pato,  Laura y Vero,  por  haber  est ado 

siempr e, por  animar me en los peor es moment os, por  haber  logr ado que ext r añe 
menos Rosar io y que me sient a más acompañada en est a ciudad monst r uosa, 
t ambién por  compar t ir  las alegr ías y simplement e por  ser  mis amigas. 



Agradecimientos 

 
 

A Vale,  mi amiga del doct or ado por  haber  sido una excelent e compañer a 
de seminar ios, por  compar t ir  los ner vios de los concur so y pr incipalment e por  
haber t e conver t ido en una gr an amiga. Por  t u buena  pr edisposición par a t odo y 
por  alent ar me t ant as veces. 
 
 A mi t ío Tit o,  por  ser  el mej or  t ío que se puede t ener . Por  haber me 
ayudado t ant o cuando más lo necesit é, cuando no conocía a nadie en Buenos Air es 
y cuando no me alcanzaba la plat a par a llegar  a f in de mes, per o sobr e t odo 
gr acias por  ser  t an noble y t an gener oso.  
 

A Elsa y Hugo,  mis f alsos papis, por  ser  t an buenos y gener osos. Por  
est ar  siempr e at ent os no sólo a mis necesidades sino t ambién a dar me los gust os. 
Per o pr incipalment e gr acias por  alegr ar se con mis logr os, por  pr eocupar se por  
mis pr oblemas y por  hacer  siempr e t odo lo posible par a solucionar los a penas se 
ent er an.  
 

A Vicky,  mi hermanit a del alma,  por  haber  compar t ido mis sueños 
siempr e. Gr acias por  haber me acompañado especialment e en est os años, cuando 
est aba ent usiasmada o cuando est aba cansada y por  haber  sopor t ado t ant as 
veces mi mal humor  cuando algo no salía bien.  Gr acias sobr e t odo por  ser  t an 
leal. 
 

A mis queridos papis,  Bet t y y Mario,  GRACI AS!!! Ser ía imposible 
enumer ar  t odo lo que t engo par a agr adecer les, per o voy a int ent ar  mencionar  
algunas cosas. Gr acias por  haber  incent ivado desde que er a muy chica mi 
cur iosidad por  conocer  y saber ; por  haber me dado la liber t ad de elegir  una 
car r er a y haber  hecho t odo par a que cumpla mis obj et ivos sin que t enga que 
pr eocupar me de ot r as cosas. Gr acias por  haber  apoyado mis decisiones aún 
cuando no est uvier an de acuer do.  Gr acias por que siempr e me enor gullecen, por  
sus valor es humanos y especialment e por  el amor  incondicional que me t ienen. 
 

A Diego,  mi amor,  mi GRAN AMOR.  No podr ía expr esar  con palabr as 
t odo lo que t engo par a agr adecer t e, sólo voy a dar t e las gr acias por  algunas de 
esas t ant as cosas. Gr acias por  t u enor me paciencia, sobr e t odo en est e últ imo 
t iempo en que compar t imos la escr it ur a de las t esis,  por  haber t e hecho car go de 
un mont ón de cosas par a que yo no pier da t iempo y por  haber me animado t ant o. 
Gr acias por  t u gener osidad inf init a, por  ant eponer  siempr e mis necesidades a las 
t uyas. Per o sobr e t odas las cosas, gr acias por  compar t ir  la vida conmigo y por  
hacer me t an f eliz.  



 

 

 

 

 

 

 

 

                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                 A Diego… 
 

A mis papis y a Vicky.  
 
 



Publicaciones y Financiamiento 

 
 

PUBLICACIONES 

 

Esta tesis dio origen a las siguientes publicaciones: 

 

Ü A Subunit of Proteine Kinase A regulates Growth and Differenciation in the Fungus 

Mucor circinelloides. 

Ocampo J, Fernandez Nuñez L, Silva F, Pereyra E, Moreno S, Garre V, Rossi S. 

Eukaryotic cell 2009 Jul; 8(7):933-44.  

 

Ü A novel activating effect of the regulatory subunit of protein kinase A on catalytic 

subunit activity.  

Jimena Rinaldi, Josefina Ocampo, Silvia Rossi y Silvia Moreno. Arch Biochem 

Biophys. 2008 Dec 15; 480(2):95-103 

(Experimentos de este trabajo están compartidos con la tesis de Jimena Rinaldi) 

 

Ü PKA from Mucor circinelloides: Model to study the role of linker I in the interaction 

between R and C subunits. 

 Ocampo Josefina, Moreno Silvia, Rossi Silvia 

 Biochem. Biophys .Res. Commun. 2007 Oct 26; 362(3):721-6  

 

 

Este trabajo fue financiado por: 

• Agencia de Promoción Científica y Tecnológica 

• Conicet 

• UBA 

 

 

 

 



Índice 

 

INDICE 

ABREVIATURAS 14  
INTRODUCCION 16 
I.       Transducción de señales por cAMP  17 
II.      Proteínas quinasas 18 
III.     PKA en mamíferos 22 

III.1. Subunidad C 22 
III.1.a. Unión del ATP y de los iones Mg2+ 22 
III.1.b. Reconocimiento del sustrato 23 

III.2. Subunidad R 24 
III.2.a. CNBs 25 
III.2.b. Dimerización y anclaje 26 
III.2.c. Zona bisagra 26 

III.3. Holoenzima PKA 27 
IV.    Mecanísmo de activación de PKA 29 
V.     Localización subcelular de PKA 31 
VI.    PKA en hongos 32 

VI.1. PKA de S. cerevisiae  33 
VI.2. PKA de Mucor sp.  34 

VII.   Morfología y desarrollo de M. circinelloides  36 
VII.1. Ciclo de vida del hongo 36 
VII.2. Esporas asexuales  37 
VII.3. Crecimiento filamentoso 37 
VII.4.  Crecimiento levaduriforme y gemación 38 
VII.5. Transición anaerobiosis aerobiosis  39 
VII.6. Distribución de núcleos en micelio y levaduras  39 
VII.7. Formación de artrosporas  40 
VII.8. PKA y la morfología fúngica  40 

VIII.  Duplicación génica 42 
IX.    Ubiquitinación  46 
X.     Pseudoquinasas  49 
 
OBJETIVOS GENERALES 53 
 
MATERIALES Y MÉTODOS  56 
I.      Cepas utilizadas  57 

I.1. Cepas de M. circinelloides  57 
I.2. Cepas de S. cerevisiae  58 

II.     Preparación de esporas  58 
III.    Construcción de prot eínas mutantes R1 y R2  58  
IV.    Expresión y purificación de  proteínas en levaduras   60  

IV.1. Expresión y purificación de las subunidades Rw, R1, R2 y BCY1 60 



Índice 

 

IV.2. Expresión y purificación de la subunidad C de M. circinelloides en 
levadura  60 

V.     Purificación de la subunidad C de M. circinelloides  61 
VI.    Preparación de la subunidad C de S. cerevisiae (TPK1)  61 
VII.   Purificación de subunidades R de M. circinelloides  62 
VIII.  Preparación de holoenzima de PKA de M. circinelloides  62 
IX.    Ensayo de unión a cAMP    62 
X.     Ensayo de actividad quinasa  63 
XI.    Ensayo de inhibi ción de actividad quinasa   64 
XII.   Ensayo de disociación de  holoenzima reconstituída  64  
XIII.  Transformación  de M. circinelloides  65 

XIII.1. Producción de protoplastos  65 
XIII.2. Mezcla de transformación      65 
XIII.3. Selección de transformantes           66 

XIV.  Construcción de vectores knockout   67 
XV.   Purificación de ácidos nucleicos      68 

XV.1. Preparación de DNA plasmídico   68 
XV.2. Preparación de DNA cromosómico    69 
XV.3. Preparación de RNA para Northern blot 69 
XV.4. Preparación de RNA para RT-PCR 69 

XVI.  Southern blot y Northern blot       70 
XVII. PCR y RT-PCR semicua ntitativa      70 

XVII.1. PCR.  70 
XVII.2. RT-PCR semicuantitativa       70 

XVIII.Crecimiento radial y esporulación     71 
XIX.  Análisis microscópico      71 
XX.   Predicción de secuencias de R, análisis por escectrometría de 

masas y análisis filogenético   72 
     XX.1. Predicción de secuencias de R y análisis por escectrometría de 

masas   72 
XX.2. Análisis filogenético   72 

XXI. Otros métodos utiliz ados        73 
XXI.1.   Western blot 73 
XXI.2.   Tinción con Coomasie Blue coloidal 74 
XXI.3.   Acumulación de glucógeno en levaduras 74 
XXI.4.   Ultracentrifugación en gradientes de sacarosa  74 

                  XXI.4.a Ensayo de peroxidasa   75 
XXI.5.   Inmunoprecipitación 75 
XXI.6.   Determinación de concentración de proteínas 75 

XXII. Medios de cultiv os        75 
XXIII.Soluciones 77  
XXIV.Primers utilizados 79  
 
          



Índice 

 

CAPITULO I: 
Interacción entre las subunidades R y C de la PKA de Mucor     
circinelloides 80 
I.1.     Introducción y objetivos específicos 81 
I.2.     Resultados  83 

  I.2.1.   La holoenzima PKA de M. circinelloides presenta alta afinidad de 
interacción R-C  83 

  I.2.2.   Extremo amino-terminal de la subunidad R  85 
  I.2.3.   Expresión y propiedades de las subunidades Rwt R1 y R2 M. 

circinelloides en levadura 86 
I.2.4.   Ensayos de estabilidad de C 87 

  I.2.5.   Inhibición de la actividad quinasa de la subunidad C por las 
subunidades R 88   

  I.2.6.   Disociación de holoenzima reconstituida por cAMP 89 
I.2.7.   Importancia de la naturaleza química del linker I  92 
I.2.8.   Influencia de la subunidad C  en la fuerza de interacción con R 93 

I.3.     Discusión      94 
 
CAPITULO II:  
Isoformas de subunidad R  96 
II.1.     Introducción y objetivos específicos   97 
II.2.     Resultados  99 

  II.2.1.  Construcción de la cepa knockout para el gen pkaR1  99 
  II.2.2.  Caracterización bioquímica de la cepa ∆R1  101 
             II.2.2.a. Ensayo de unión a cAMP  101 
             II.2.2.b. Medición de actividad quinasa de ∆R1 103 
             II.2.2.c. Análisis por Western blot  104 
  II.2.3.  Crecimiento y esporulación de la mutante nula de pkaR  104 
  II.2.4.  Morfología y germinación de la mutante nula de pkaR1 106 
  II.2.5.  Identificación de otros genes pkaR en M. circinelloides  107 
  II.2.6.  Expresión de los genes pkaR  111 
             II.2.6.a. Análisis de los niveles de mRNA de los genes pkaR en 

distintas condiciones de crecimiento 111 
     II.2.6.b. Análisis de la expresión de las proteínas PKAR en 

distintas condiciones de crecimiento 114 
II.2.7.  Análisis de expresión de los genes pkaC  115 
II.2.8.  Construcción de la cepa knockout para el gen pkaR2 116 
II.2.9.  Caracterización Bioquímica de ∆R2 118 

II.2.9.a. Ensayo de unión a cAMP     118 
II.2.9.b. Determinación de actividad quinasa de ∆R2 119 

II.2.10. Crecimiento y esporulación de la mutante nula de pkaR2  120 
II.2.11. Morfología y germinación de la mutante nula de pkaR2  121 
II.2.12. Expresión de los genes pkaR en la mutante ∆R2  124 



Índice 

 

      II.2.12.a. Análisis de los niveles de mRNA de los genes pkaR en    
∆R2 124 

II.2.12.b. Análisis de la expresión de las proteínas PKAR 125 
II.2.13. Análisis filogenético de los genes pkaR  125 
II.2.14. Ubiquitinación de las isoformas PKAR  127 

II.2.15. Ubiquitinación a lo largo de la diferenciación en M. 
circinelloides  135 

 
II.3.  Discusión       137 
  
CAPITULO III:  
PKAC, una isoforma con característica de pseudoquinasa?      144 
III.1.  Introducción y objetivos específicos      145 
III.2.  Resultados       147 

III.2.1. Análisis de la secuencia de PKAC  147 
III.2.2. Medición de actividad quinasa   150 

     III.2.2.a. Expresión de PKAC en levaduras 151 
     III.2.2.b. Medición de actividad quinasa de PKAC  152 
     III.2.2.c. Requerimiento de magnesio  153 

III.2.3. Acumulación de glucógeno en levaduras 154 
III.2.4. Interrupción del gen pkaC  156 
III.2.5. Análisis de la posible letalidad del gen pkaC  159 
 

III.3.  Discusión         161 
 
CONCLUSIONES GENERALES     164 
 
PERSPECTIVAS      168 
 
BIBLIOGRAFIA     170 
 



Abreviaturas 

14 
 

ABREVIATURAS 

 

PKA Proteína quinasa dependiente de cAMP 

cAMP Adenosin monofosfato cíclico 

R Subunidad Regulatoria de PKA 

C Subunidad Catalítica de PKA 

AKAPs Proteínas de anclaje de PKA 

PKI Péptido Inhibidor de PKA 

PBC Casete de unión a fosfato 

Epac Factor activador de guanina activado por cAMP 

D/D Dominio de dimerización y anclaje 

CNB Dominio de unión a cAMP 

IS Secuencia inhibitoria 

RS Subunidad Regulatoria de Saccharomyces  

CS Subunidad Catalítica de Saccharomyces 

wt Wilde type 

PKAMc PKA de M. circinelloides 

PKACb PKA de corazón bovino 

CM Subunidad Catalítica de PKA de M. circinelloides 

CB Subunidad Catalítica de PKA de  corazón bovino 

R1 Proteína mutante de PKAR1 carente del  N-terminal 

R2 Proteína mutante de PKAR1 carente de  AA ácidos 

Rwt  Proteína  PKAR1wilde type 

BrEt Bromuro de etidio 

BSA Seroalbúmina bovina 

Da Dalton 

DNA Ácido desoxirribonucleico 

EDTA ÁcidoTetra Acético diamina etileno 

EGTA ÁcidoTetra Acético etilenglicol bis 

min Minutos 

ml Mililitro 

µl Microlitro 

mRNA Ácido ribonucleico mensajero 
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μm Micrómetro 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

PMSF Fenil-Metil-Sulfonil fluoridro 

SDS Dodecil sulfato de sodio 

MALDI-TOF Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight. 

Ub Ubiquitina 

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS 

RT  Reverse transcription 

U  Unidades enzimáticas 

gpd1  Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa 

tef-1 Factor de elongación tef 
kb  Kilo base 

WGB  Whole genome duplication 

d.p.m.  Desintegraciones por minuto 

SAXS  Small-Angle X-ray scattering 

AC  Adenilato ciclasa 

PDE  Fosfodiesterasa 

n.d.  No determinado 

Km  Constante de Michaelis-Menten   

Vmax  Velocidad máxima 

IC50 Concentración inhibitoria 50 

A0.5 50% de activación 

Ke  Constante de especificidad 

Kcat  Constante catalítica 

r.p.m.  Revoluciones por minuto 
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I. Transducción de señales por cAMP 

 Las vías de transducción de señales permiten a las células reconocer el 

ambiente que las rodea, adaptarse y comunicarse con otras células. Dichas rutas, 

muy conservadas evolutivamente, regulan procesos muy importantes que se 

desencadenan en respuesta a diversos estímulos. Esta respuesta, involucra la 

participación de segundos mensajeros y se produce mediante la regulación de la 

expresión génica y la modificación post-traduccional de proteínas efectoras. Entre 

las modificaciones post-traduccionales posibles la fosforilación es un mecanismo 

predominante. 

 El concepto de segundo mensajero nace con el descubrimiento del nucleótido 

cíclico 3´-5´-adenosina monofosfato (cAMP) y sus efectos a través de la fosforlación 

reversible de proteínas (2). La fosforilación de proteínas en eucariotas es un evento 

que involucra la transferencia del fosfato γ del ATP (o GTP) a residuos serina, 

treonina o tirosina de las proteínas blanco. La proteína quinasa dependiente de 

cAMP (PKA) es el miembro mejor caracterizado de la familia de quinasas que 

fosforilan en residuos treonina y serina, y la primer molécula conocida con 

capacidad de unir cAMP (3). Posteriormente fueron descriptas otras proteínas con 

capacidad de unir cAMP como la proteína activadora de genes por catabolito 

bacteriana (4), el receptor de cAMP de Dictyostelium discoideum (5), los canales 

iónicos gatillados por cAMP (6) y los factores intercambiadores de guanina 

activados por cAMP (Epac) (7, 8), no obstante, los principales efectos del cAMP son 

mediados por la PKA a través de la unión del nucleótido cíclico a su subunidad 

regulatoria (9). 

 La holoenzima PKA es un tetrámero formado por dos subunidades regulatorias 

(R) y dos subunidades catalíticas (C). La subunidad C es responsable de catalizar la 

reacción de transferencia del fosfato, mientras que la subunidad R confiere 

dependencia de cAMP y media la localización subcelular de la holoenzima vía la 

interacción con proteínas de anclaje de PKA, AKAPs (A Kinase a Anchoring 

Proteins).  

 El cAMP es sintetizado por la adenilato ciclasa (AC) en respuesta a distintos 

estímulos extracelulares. El modelo clásico de activación de la holoenzima plantea 

que cuando los niveles de cAMP aumentan, se unen dos moléculas del nucleótido 

cíclico a cada molécula de subunidad R en forma cooperativa (10). Esta unión 
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promueve un cambio conformacional que conduce a la disociación de la 

holoenzima, liberando dos moléculas de subunidad C activas y un dímero de 

subunidades R con cuatro moléculas de cAMP unidas (Figura 1) (11, 12).  

  

 

 

 

 

 

     

 

 

II. Proteínas quinasas 

 Las proteínas que pertenecen a la gran familia de las proteínas quinasas (PKs) 

se relacionan en virtud de poseer un dominio quinasa homólogo, también conocido 

como dominio catalítico, compuesto por 250-300 residuos de aminoácidos. Se 

subdividen principalmente en dos grupos, las serina / treonina quinasas y las tirosina 

quinasas; estos dos grupos a su vez se clasifican filogenéticamente en base al 

dominio catalítico y de este análisis surgen familias de proteínas relacionadas por la 

especificidad de sustrato o por el modo de regulación. Los miembros de los distintos 

grupos o familias comparten también propiedades estructurales y funcionales 

básicas. La PKA se clasifica dentro de la familia de las AGC quinasas, que es un 

grupo de serina / treonina proteínas quinasas. En esta familia se incluye a las 

proteínas cuyo dominio catalítico es semejante a proteína quinasa A, proteína 

quinasa G o proteína quinasa C (13).  

 Tres roles se pueden describir del dominio catalítico: 

1) Unión del ATP (o GTP) en complejo con cationes divalentes (Mg2+ o Mn2+) y 

orientación del fosfato transferible. 

2) Unión y orientación de la proteína o péptido sustrato. 

3) Transferencia del fosfato γ al oxhidrilo aceptor. 

 Este dominio catalítico se subdivide en 12 subdominios (I-XII) de estructura 

primaria conservada que se definen como: ‘’Regiones nunca interrumpidas por 

grandes inserciones de aminoácidos y contienen un patrón característico de 

Figura 1- Modelo clásico de activación de PKA por cAMP 
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residuos conservados’’.  

 En la figura 2 se muestran esquematizados los subdominios sobre la 

estructura primaria de la subunidad Cα de PKA (PKA-Cα) (14). Los residuos de 

aminoácidos de estos dominios son altamente conservados en toda la familia de 

proteínas quinasas y juegan un rol esencial en la función enzimática. El patrón de 

los residuos de aminoácidos de los subdominios VIB, VIII y IX son particularmente 

muy conservados (13).  

 

      

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2- Secuencia de la subunidad C α. Los subdominios indicados en colores son los 
pertenecientes al core catalítico conservado en todas las quinasas (14). 

 

La subunidad catalítica presenta una estructura bilobular muy conservada en 

todo el grupo de las quinasas (15). En ese plegamiento bilobular se distingue un 

lóbulo más pequeño en el extremo N-terminal y un lóbulo C-terminal mayor (Figura 

3). 

El lóbulo pequeño está compuesto de cinco hojas く-antiparalelas y una α-

hélice, e incluye a los subdominios I-IV que se encuentran implicados principalmente 

en anclar y orientar al nucleótido. El lóbulo mayor en cambio, está formado por cinco 

α-hélices, incluye a los dominios VIa a XI y es mayormente el responsable de la 

unión del sustrato y la fosfotransferencia. En la hendidura entre estos dos lóbulos se 

forma el sitio activo.  
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La subunidad C es capaz de adoptar diferentes conformaciones a lo largo de 

la catálisis yendo desde un estado abierto a uno cerrado. La conformación más 

abierta es la que presenta la apoenzima y la más cerrada la que adquiere al unirse 

al sustrato (16). En la figura 3 se observa la estructura de la apoenzima. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3- Estructura cristalográfica de la subunidad C α bovina (16). 
 

Como consecuencia de la resolución de la estructura cristalográfica del 

complejo binario PKACα-PKI (péptido inhibidor), por primera vez se pudo conocer la 

topología general de la estructura del core catalítico de una proteína quinasa (17). 

Con la posterior resolución de los complejos ternarios PKACα-PKI con MgATP o 

MnAMP-PNP (18, 19) se logró asignar un rol preciso a cada uno de los residuos 

conservados y se vio que dentro de cada uno de estos subdominios hay residuos 

que tienen una fuerte implicancia en el rol catalítico (13): 

Subdominio I: contiene el motivo consenso GxGxxGxV, denominado loop G 

empezando en G50 en PKACα. Forma una estructura flexible que une los fosfatos 

no transferibles del ATP. El resto de los residuos del subdominio forman puentes de 

hidrógeno con el ATP y contribuyen a la formación de un bolsillo hidrofóbico que 

encierra al anillo de adenina. 

lóbulo 
pequeño 

lóbulo 
mayor 

Sitio activo 
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Subdominio II: contiene el residuo invariante K72, que ayuda a anclar y a orientar al 

ATP. 

Subdominio III: contiene el E91 que ayuda a estabilizar la interacción entre la K72 y 

el ATP. 

Subdominio IV: no parece estar involucrado directamente en la catálisis o en el 

reconocimiento del sustrato ya que no contiene residuos invariantes. 

Subdominio V: conecta los lóbulos grande y pequeño de la subunidad C (Figura 3). 

Contiene además al E127 que participa en la interacción con la primer arginina de la 

secuencia consenso RRXS del sustrato (ver sección III.1.b) 

Subdominio VIA: esta parte de la molécula parece actuar solamente como un 

soporte estructural.    

Subdominio VIB: aquí están incluidos dos residuos invariantes, el D166 y la N171. 

Esta región se denomina loop catalítico porque el D166 actuaría como base 

aceptora del protón del grupo hidroxilo del sustrato durante el mecanismo de 

fosfotransferencia. La N171 ayuda a estabilizar el loop catalítico y quela el ión Mg2+ 

secundario que genera un puente entre los fosfatos α y γ  del ATP. En este 

subdominio también se encuentra el E170 que forma un puente de hidrógeno con el 

ATP y participa en la unión del sustrato. 

Subdominio VII: Contiene el triplete altamente conservado DFG, que corresponde a 

D184-F185-G186. El Asp184 quela al ión Mg2+ primario activador que forma un 

puente entre los fosfatos β y γ del ATP orientando la fosfotransferencia. 

Subdominio VIII: contiene al residuo casi invariante E208 que junto a la R280 del 

subdominio XI estabilizan al lóbulo mayor (Figura 3). Este dominio parece jugar el 

mayor rol en el reconocimiento del péptido sustrato ya que varios residuos de este 

subdominio participan en la unión. Se sabe que muchas proteínas quinasas se 

activan por la fosforilación de residuos presentes en el subdominio VIII. En el caso 

de PKA-Cα la máxima actividad requiere de la fosforilación de la T197 (20). 

Subdominio IX: contiene al D220 que estabiliza al loop catalítico, la G225 altamente 

conservada y el E230 que participa en el reconocimiento del sustrato. Los residuos 

235-239 están involucrados en interacciones hidrofóbicas. 

Subdominio X: es el más pobremente conservado y no está muy clara su función. 

Subdominio XI: contiene a la R280 que participa en la estabilización del lóbulo 

mayor.  
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III. PKA en mamíferos 

III.1. Subunidad C 

Existen tres genes que codifican para la subunidad catalítica: α, く y け. Las 

secuencias de aminoácidos de Cα y Cβ presentan aproximadamente un 93% de 

identidad. La isoforma Cα se expresa constitutivamente en todos los tejidos, 

mientras que Cβ es tejido específica y la presencia de Cγ sólo se ha demostrado en 

testículos. Esta isoforma presenta una identidad del 79% y 83% con Cβ y Cα 

respectivamente (21). 

La isoforma Cα fue la primer quinasa purificada (3) y cristalizada. Se cristalizó 

unida a un péptido de 20 residuos de aminoácidos derivado de un inhibidor natural 

de la proteína quinasa A, PKI (17). Este péptido contiene la secuencia consenso 

común a todos los péptidos sustratos de PKA (RRXS/T), con una alanina en lugar 

de serina o treonina. 

 

III.1.a. Unión del ATP y de los iones Mg 2+ 

El ATP y el Mg2+ se unen al sitio activo, hendidura formada entre ambos 

lóbulos. El ATP interacciona con un segmento conservado que conecta las hojas 

β1y β2. Este loop contiene un segmento rico en glicinas, GxGxxG. Los residuos 

glicina permiten anclar a los fosfatos no transferibles del ATP (13) y coordinarlo para 

la interacción con las cadenas laterales de otros residuos. Esta interacción ayuda a 

ordenar a la enzima en una conformación cerrada y a posicionar el nucleótido para 

la catálisis (22). La triada K72-E91-D184 presente en el sitio activo, también 

participa del anclaje del ATP y en la interacción con el Mg2+ (19). 

El sitio activo puede unir dos iones Mg2+ (19, 23) de cuya coordinación 

depende la unión del ATP. Uno de los iones Mg2+, denominado activador o primario, 

coordina los fosfatos β y γ del ATP con el D184 del sitio activo; el otro ión Mg2+, 

denominado secundario o inhibitorio, coordina los fosfatos α y γ  del ATP e 

interactúa con D184 y N171 e el loop catalítico (19) (Figura 4).  

Al ión Mg2+ primario se lo denomina de esta manera porque su sitio de unión 

presenta mayor afinidad por el ión que el sitio que une el Mg2+ secundario (19, 24). 

Al Mg2+ secundario también se lo denomina inhibitorio, porque se vio que modula la 

velocidad de la catálisis inhibiendo la liberación del ADP (25, 26). Aparentemente 
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después de que se transfiere el fosfato γ al sustrato, aumenta la afinidad del sitio 

que une este ión Mg2+, y consecuentemente este cambio de afinidad inhibe la 

liberación del ADP. De esta manera los iones Mg2+ juegan un rol crucial en regular la 

fosfotransferencia y en limitar la velocidad de reacción (27). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 4- Posicionamiento del Mg 2+. El sitio activo de PKA se muestra en una conformación que 
representa el estado de transición (inactiva-activa). El fosfato γ del ATP está atrapado entre el loop 
rico en G y la K168 en el loop catalítico. Los dos iones Mg2+ son anclados por la N171 y el D184 en el 
loop catalítico (28). 

 

Ni el nucleótido ni los iones Mg2+ solos se unen con fuerza a la PKA, pero 

juntos aumentan sus afinidades de unión (29). En un trabajo computacional reciente 

se describe que el origen de la cooperatividad está dado por neutralizar las cargas 

negativas de los grupos fosfatos (27). 

 

III.1.b. Reconocimiento del sustrato 

El sustrato proteico se une al loop catalítico ubicado en el lóbulo mayor. La 

óptima fosfotransferencia requiere del arreglo espacial de varios residuos del 

subdominio VIII, los cuales se encuentran conservados en todas las quinasas 

conocidas, descriptos en la sección anterior.   
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Los sustratos de la PKA son el ATP, que es el dador de fosfato y una proteína 

que actúa como aceptor de fosfato. 

La subunidad C generalmente reconoce como sustratos a aquellas proteínas, 

o péptidos derivados de ellas, que presentan la secuencia básica consenso 

RRXS/T, donde X puede ser cualquier aminoácido (30). El péptido utilizado como 

sustrato clásico en los experimentos se denomina kemptido y deriva de la secuencia 

de la piruvato quinasa de cerdo (31). 

La nomenclatura con la que se indica la posición de los residuos se basa en 

designar como P al residuo fosforilable. Los péptidos sustratos presentan dos 

aminoácidos básicos separados por uno o dos residuos de la serina o treonina que 

es fosforilada (posición P) a los que se les asigna la posición P-2 y P-3.  

Las proteínas sustrato participan en la regulación de diferentes procesos 

celulares como transcripción, flujo de iones, crecimiento y muerte.  

 

III.2. Subunidad R 

 A diferencia de otras quinasas, la subunidad C está regulada negativamente 

por la subunidad R. Además de inhibir a la subunidad catalítica, la subunidad R 

ancla a la holoenzima a lugares específicos de la célula (32) y previene el ingreso al 

núcleo de la subunidad C (33). 

 Todas las subunidades R comparten una estructura modular conservada y bien 

definida (34). En el extremo N-terminal presentan un dominio de dimerización y 

anclaje (D/D), a través del cual las subunidades regulatorias se unen entre sí y a las 

proteínas de anclaje (AKAPs) (35-37); hacia el extremo C-terminal contienen dos 

dominios en tandem de unión a cAMP (CNB) (38-40) y entre estas dos regiones 

bien estructuradas se encuentra un dominio desplegado llamado zona linker o 

bisagra que incluye el sitio inhibitorio (IS), que se une al sitio activo de C y se 

asemeja al sitio consenso de fosforilación de los sustratos. El linker es una región 

desordenada, que tiene gran flexibilidad (41). La región hacia el N-terminal del IS se 

conoce como linker I, mientras que la región hacia el C-terminal del IS se llama 

linker II (Figura 5).  

No se conoce hasta el momento la estructura de alta resolución de la 

subunidad R entera, pero sí de los dominios D/D y CNB. Recientemente se lograron 

cristalizar algunos complejos de holoenzima formada por la subunidad C y distintas 
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construcciones de RIIβ que incluyen la región correspondiente a los CNB con seis 

residuos correspondientes al linker (42).  

 

 

 

 

 

 

 

 En mamíferos, existen dos tipos de subunidades regulatorias: I y II, dicha 

clasificación se basó en el patrón de elución en columnas de DEAE-celulosa (43). 

Cada tipo tiene dos isoformas: α y く. Estas cuatro isoformas corresponden a cuatro 

genes diferentes. RIα y RIIα se expresan en la mayoría de los tejidos (44, 45) 

mientras que RIβ y RIIβ presentan una expresión más restringida a tejidos 

específicos (46, 47). 

Las isoformas RIα y RIIα presentan estructuras conservadas (36, 48) pero 

difieren a nivel de secuencia (49-51). Una de las principales diferencias entre las 

subunidades R de tipo I y II es que RI posee una alanina en el sitio inhibitorio (sitio 

de pseudosustrato), mientras que las subunidades RII tienen una serina en esta 

posición, la cual es autofosforilada (sitio de autofosforilación).   

Las isoformas se diferencian por sus propiedades bioquímicas (52) y sus 

funciones biológicas. Mientras que ratones knockout para RIα mueren in útero (53), 

mutantes en RIIβ tienen deficiencias nutricionales (54). 

 

III.2.a. CNBs 

Los dominios de unión a cAMP están muy conservados en secuencia y 

estructura en todas las subunidades R (55). Las estructuras de RIα (40) y de RIIく 

(39) comparten la misma arquitectura con otros dominios de unión a nucleótidos 

cíclicos. Cada dominio consiste en dos subdominios: un subdominio α y un 

subdominio く. Este último es un sandwich tipo く relativamente rígido. Contiene 

además un motivo muy conservado llamado casete de unión a fosfato (PBC) al cual 

se une el cAMP. El PBC es un motivo de catorce aminoácidos, que está presente en 

todos los dominios de unión a nucleótidos cíclicos (38).  

Figura 5- Estructura modular de la subunidad R 
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III.2.b. Dimerización y Anclaje 

La subunidad regulatoria forma un homodímero estable que permanece 

intacto después de la liberación de las subunidades catalíticas. En RI los 

monómeros están unidos por puentes disulfuro formados entre las cisteínas 16 y 37 

(56). La dimerización de RII no involucra cisteínas, sino que es mantenida por 

residuos del extremo amino terminal (57). 

 La subunidades regulatorias a través de su interacción con las proteínas 

AKAPs (58) permiten localizar a la holoenzima en sitios específicos de la célula. La 

estructura del dominio de dimerización provee la superficie de interacción con las 

AKAPs, razón por la cual la dimerización es un requisito para la unión de AKAPs. 

 

III.2.c. Zona bisagra 

Es una región variable con propiedades dinámicas que incluye al sitio 

inhibitorio (IS) que se une al sitio activo de C impidiendo la unión de los sustratos y 

por lo tanto la catálisis. Las porciones denominadas linker presentan mucha 

variación entre diferentes especies (59). Mediante un análisis in silico se predijo que 

la estructura secundaria de los linkers de RIα, RIIα y RIIβ está formada por random 

coils pero estos a su vez se pueden clasificar en zonas de baja y alta complejidad. 

Las zonas de alta complejidad presentan más estructura residual, mientras que las 

regiones de baja complejidad son secuencias con una composición sesgada de 

aminoácidos, en general no globulares y en algunos casos pueden participar en la 

transición de estructura desordenada a ordenada, como ocurre con regiones que 

participan en interacciones proteína-proteína (60, 61). A partir del análisis de las 

distintas R se encontraron dos regiones de baja complejidad dentro del linker de 

RIIα y RIIβ, pero no en RIα. Dentro del linker de RIα se encontraron sitios de 

fosforilación y de interacción con otras proteínas (59).  
Las diferentes subunidades R presentan diferentes conformaciones en 

solución. Como la región bisagra es la única poco conservada se propuso que es la 

responsable de las diferentes estructuras globales observadas (59). 

La posibilidad de estas regiones de sufrir un cambio de desordenado-

ordenado le confiere a la molécula la ventaja de poder establecer interacciones 

alternativas con distintas moléculas (60). 
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Análisis recientes a través de SAXS (small angle X-ray scattering) de las 

isoformas RIIα y RIIβ,  mostraron que mientras que el linker I de RIIα se encuentra 

poco conservado, el de RIIβ presenta mayor conservación. Estas diferencias en el 

linker determinan importantes diferencias estructurales y funcionales (62). 

 

III.3. Holoenzima PKA 

La PKA fue identificada por primera vez en tejido esquelético de mamíferos 

(3), desde entonces este modelo de PKA es el más estudiado tanto desde el punto 

de vista bioquímico como estructural.  

Existen cuatro isoformas de holoenzima de PKA que se denominan Iα, Iβ, IIα 

y IIβ en función de la isoforma de R que acompaña a C. Las propiedades 

diferenciales de las subunidades R les confieren a las holoenzimas de las que ellas 

participan propiedades características, tales como diferentes umbrales de activación 

por cAMP (63), diferente localización celular, ya que las PKAs de tipo I son solubles 

y las de tipo II particuladas (64-66). Aportan diferentes superficies que participan en 

la interacción con la subunidad C (67) y también difieren en el requerimiento de ATP 

para dicha interacción. A diferencia de la PKA de tipo II, la PKA de tipo I requiere 

ATP-Mg2+ para la formación de la holoenzima (68). Otra característica que podría 

explicar diferencias funcionales importantes entre ambos tipos de holenzima es el 

rol del sustrato en el mecanismo de activación de cada una de ellas (ver sección IV) 

(69). 

Las proteínas inhibidoras de la subunidad C deben cumplir dos requisitos: se 

deben unir a C con alta afinidad y deben inhibir su actividad catalítica. Para la 

inhibición se requiere de una secuencia semejante al sustrato, pero esta no es 

suficiente para la alta afinidad de interacción R-C (70). La obtención de las 

estructuras cristalográficas de los complejos RI-Cα y RII-Cα, permitió observar que 

la interacción entre las subunidades R y C de la PKA es multivalente (71), ya que 

además de la interacción a través del sitio activo de la subunidad C con el sitio de 

pseudosustrato (IS) (72), existen otros puntos de interacción.  

Mediante la resolución de la estructura cristalográfica del heterodímero 

RIα (91-379)-C, se pudieron identificar puntos de interacción con la subunidad R y 

una superficie extendida en C (73). Se observó que esa superficie de C es capaz de 

interactuar con: 
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1) el IS,  

2)  el linker II y 

3) la región helicoidal del dominio A de unión a cAMP 

4) la α-hélice A y  la α-hélice B del CNB-B 

Este último punto que participan de la interacción R-C se pudo observar al 

resolverse la estructura cristalográfica del heterodimero RIIα (90-400)-C. Sin 

embargo, esta interacción sólo es crítica para RIIα-C. Esta observación permite 

resaltar otra diferencia entre ambas holoenzimas: mientras que el complejo RIα-

Cα requiere de la presencia de Mg2+-ATP para una fuerte interacción, el complejo 

RIIα-Cα, requiere de la participación del CNB-B (70). En otro trabajo en el que se 

comparó la interacción RIα-C y RIIβ-C, también se observó que si bien tanto RI 

como RII interactúan con C a través de ambos dominios de unión a cAMP, la 

interacción a través del CNB-B sólo es crítica para la formación del complejo en el 

caso de la interacción RIIβ-C (67) (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6- Estructuras cristalográficas. (A)  RIα (91-379)-C (74). (B) RIIβ (102-265) (70). 
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La participación del linker I en la interacción R-C también se observó mediante 

un ensayo de digestión enzimática de la holoenzima. En este trabajo las regiones 

inmediatas hacia el N-terminal del IS se encontraron protegidas frente a la 

proteólisis. Esta observación permitió definir una región próxima al sitio activo en la 

subunidad C capaz de interaccionar con la región inmediata N-terminal del IS tanto 

en RI como en RII, aunque se describieron diferencias específicas de cada isoforma 

(P-11,P-4) (75). También se observó la participación del linker I al resolverse la 

estructura de la holoenzima correspondiente a una mutante RIIβ (102-265), donde 

se demostró que 6 residuos correspondientes al linker I interaccionan con una hoja 

β extendida sobre el lóbulo mayor (42). 

La diversidad de isoformas es el mecanismo primario para la especificidad en 

la señalización por PKA. 

 

IV. Mecanismo de activación de la PKA  

El mecanismo de activación de PKA no se encuentra completamente 

dilucidado. El conocimiento minucioso del mismo permitiría comprender como se 

regula la activación temporal y espacial de una molécula clave en la transducción de 

señales. 

En la holoenzima el cAMP se une primero al CNB-B (12, 76) que se 

encuentra más accesible y la unión subsecuente al sitio A lleva a la liberación de la 

subunidad C. 

Se cree que la comunicación entre los dominios CNB es clave en el proceso 

de activación. La subunidad R sufre grandes cambios conformacionales al unirse a 

la subunidad C (70, 74) que involucran el ordenamiento del linker y la reorganización 

de los subdominios α-helicoidales de los CNBs.  

De acuerdo al modelo clásico, la activación de la PKA por cAMP se da a 

través de la disociación de la holoenzima. Sin embargo, existen evidencias 

experimentales de la posibilidad de que ocurra una activación sin disociación 

completa, generándose una holoenzima con actividad (69, 77, 78). Para la 

holoenzima de tipo I, la disociación completa se alcanza con el agregado del 

sustrato junto con el cAMP, en cambio para la PKA de tipo II, una proporción de 

holoenzima permanece intacta aún luego del agregado de cAMP y sustrato 

(69)(Figura 7).  
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Figura 7- Representación estructural del mecanismo de activación de PKA (69).  
 

A nivel estructural lo que ocurre durante la activación es una transición de 

una conformación abierta, que es la observada en la apoenzima antes de la unión 

con los sustratos (79), a una conformación cerrada (19), esencial en el ciclo 

catalítico. Durante esta transición se produce un reordenamiento de los lóbulos 

mayor y menor que conduce al acercamiento de los mismos, permitiendo que se 

abra y se cierre el sitio activo (79). 

Otra característica del proceso de activación es que en la PKA al igual que en 

muchas quinasas, este evento está regulado por la fosforilación de residuos 

presentes en el segmento de activación. En el caso de la subunidad C de mamíferos 

se requiere la fosforilación en dos residuos, T197 y S338 (80). Esta fosforilación no 

parece ser tan importante en S. cerevisiae, que si bien posee un análogo de T197 

en posición 241, una mutación T241A, no le hace perder la actividad catalítica a la 

isoforma TPK1, pero sí afecta la afinidad por la subunidad regulatoria BCY1 (81). 
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V. Localización subcelular de la PKA 

La PKA se activa como consecuencia de diversos eventos que conducen a la 

síntesis y al aumento de los niveles intracelulares de cAMP. Una de las grandes 

preguntas es cómo las numerosas cascadas de señalización paralelas gatilladas por 

PKA logran activarse en forma específica en el lugar y momento adecuado 

respondiendo al mismo estímulo.  

Se postula que esa especificidad es alcanzada gracias a: 

 

• Los microdominios de cAMP, generados por la adenilato ciclasa (AC) y la 

degradación del cAMP mediada por las fosfodiesterasas (PDE), que permiten 

la terminación de la señal.  

• La compartamentalización de PKA en diversos sitios específicos de la célula 

a través del anclaje a proteínas denominadas AKAPs (82). 

 

Los microdominios de cAMP son generados por la AC que sintetiza el cAMP 

y por las PDE que lo degradan. Con la localización en sitios puntuales de la célula 

de estas proteínas, se logra la generación de zonas con alta concentración de cAMP 

(83). Si no existiera esta regulación de los niveles de cAMP, los mismos 

aumentarían ante un estímulo en forma uniforme en toda la célula, y todos sus 

efectores tendrían las mismas chances de activarse. Las PDE en particular, son las 

responsables de la regulación temporal de la señalización por cAMP permitiendo la 

generación de gradientes del nucleótido (84). De esta manera, los dominios de 

cAMP se generan con una disposición temporal y espacial discreta en respuesta a 

un ligando externo (83). 

La localización de la PKA en mamíferos está principalmente determinada por 

proteínas AKAPs, que se unen a los dímeros R2. La PKA de tipo I es considerada 

clásicamente citoplasmática, mientras que la de tipo II es típicamente particulada y 

restringida a estructuras subcelulares a las cuales está anclada por proteínas 

AKAPs (64, 66). La mayoría de los miembros de la familia de AKAPs unen la 

subunidad R del tipo II, conociéndose menos miembros que establezcan interacción 

con RI. Sin embargo, en los últimos años se han identificado algunas AKAPs que 

unen preferentemente RI (85), también se conocen AKAPs duales que unen tanto RI 

como RII (86, 87). Las proteínas AKAPs descriptas hasta el momento son de 
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mamíferos, con excepción de una detectada en C. elegans (88) y la proteína Zds1 

de S. cerevisiae que se demostró que interactúa con BCY1 determinando su 

localización (89). La subunidad C de la holoenzima PKA colocaliza con los 

complejos R-AKAPs pero luego de la disociación por cAMP, pueden desplazarse al 

núcleo (90) (Figura 8). 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8- Efectores del cAMP y formación de gradiente del nucleótido (91). 
 

VI. PKA en hongos 

La vía de cAMP-PKA es uno de los reguladores claves de la morfogénesis y 

diferenciación en hongos y de otros procesos como el desarrollo sexual y la 

virulencia (92, 93).  

De la PKA en modelos fúngicos se cuenta con menos información ya que casi 

todos los estudios bioquímicos y estructurales se conocen a partir del modelo de 

mamífero. Por este motivo mucha de la información de la que se dispone aún no se 
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sabe si constituyen características propias del sistema de mamíferos o si son 

generales de todas las PKAs.  

Hasta el momento de realización de esta tesis estaba descripto un solo gen 

codificante para subunidad R en todos los modelos fúngicos estudiados, pero 

estaban descriptos varios genes para subunidad C en algunos de ellos, como es el 

caso de Neurospora crassa, Cryptococcus neoformans, Ustilago maydis, S. 

cerevisiae, Candida albicans y Aspergillus fumigatus (94-101) entre otros. 

Actualmente con la secuenciación de algunos genomas fúngicos se está 

profundizando el conocimiento de estos modelos de estudio. 

Las subunidades R de hongos se clasifican como un tipo diferente de las tipo 

I y tipo II de mamíferos según un análisis filogenético que compara el PBC de las 

secuencias de toda la familia de proteínas que unen nucleótidos cíclicos (55). Si 

bien las R fúngicas constituyen un grupo aparte, se asemejan a las R de tipo II en 

que presentan un residuo de serina fosforilable en el IS.  

Las subunidades R de hongos comparten la característica de organización 

modular de las R de mamíferos. En un estudio en el que se analizaron las 

secuencias de 40 hongos se pudo observar que todas presentaban los dominios 

CNB, pero sólo 21 presentaban el dominio D/D. Las 19 secuencias que carecían de 

este dominio correspondían al subfilum Pezizomycotina de los Ascomycetes. Otra 

observación general derivada de este trabajo, es que todas las secuencias fúngicas 

analizadas presentaban zonas de baja complejidad en la región linker y 

particularmente en el linker I (102). 

 

VI.1. PKA de S. cerevisiae 

S. cerevisiae es un hongo levaduriforme perteneciente al filum Ascomycetes, 

es un modelo muy utilizado en el estudio de transducción de señales. La holoenzima 

PKA existe como un heterotetrámero que consiste de dos subunidades regulatorias 

y dos subunidades catalíticas al igual que en mamíferos. 

Existen tres genes que codifican para la subunidad C, tpk1, tpk2 y tpk3. Las 

secuencias de las TPKs tienen una identidad de alrededor del 50% con las 

subunidades C de mamíferos. La identidad entre TPK1 y TPK3 es del 86%, entre 

TPK2 y TPK1 de 75% y entre TPK2 y TPK3 de 76%. La diversidad está restringida 

al extremo N-terminal (98). La TPK2 tiene un extremo N-terminal más largo, rico en 
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glutamina. La anulación de los tres genes de tpk es letal, sin embargo la presencia 

de uno solo de ellos (cualquiera sea) basta para que la célula viva. In vivo, TPK3 

presenta baja actividad quinasa, debido aparentemente a la baja expresión de la 

proteína (103). 

Existe un único gen que codifica para la subunidad R, bcy1 (104). La 

disrupción de este gen no es letal, pero genera sensibilidad al shock térmico y a la 

privación de fuente de nitrógeno (105). La secuencia de BCY1 presenta alrededor 

de 40% de identidad con las subunidades R de mamíferos. Como todas las 

subunidades de hongos, BCY1 tiene un IS con una serina autofosforilable y tiene 

dos sitios de unión a cAMP conservados (106). La secuencia del extremo N-terminal 

no se parece a la de mamíferos. La región correspondiente a los primeros 124 

aminoácidos es necesaria y suficiente para la localización subcelular de BCY1 

(107). 

Recientemente en nuestro laboratorio se resolvió la estructura cristalográfica 

de los dominios CNB de la subunidad BCY1 (102). Las regiones de BCY1 que 

difieren con las estructuras de mamíferos son las mismas regiones en las que 

difieren RI y RII (39), lo cual indica que la variabilidad está restringida a regiones 

específicas de la molécula. 

 En S. cerevisiae los niveles de cAMP son regulados por los productos de los 

genes RAS1 y RAS2, que son efectores positivos de la adenilato ciclasa (Cyr1). Las 

células no pueden sobrevivir en ausencia de ambos genes RAS, pero mutantes 

ras2::LEU2 son viables, aunque crecen muy pobremente en fuentes de carbono no 

fermentables. Esta cepa posee una disminuida actividad de PKA, debido los bajos 

niveles de cAMP que posee. Además de la incapacidad de crecer en fuentes de 

carbono no fermentables, una actividad de PKA disminuida resulta en acumulación 

de hidratos de carbono de reserva (glucógeno y trealosa), activación de la 

gluconeogénesis, inducción de varias proteínas de respuesta a estrés y reducción 

de la transcripción de varios genes relacionados con el crecimiento (108-110). 

 

VI.2. PKA de Mucor sp. 

Dentro del género Mucor la PKA ha sido estudiada particularmente en M. rouxii 

y M. circinelloides. Ambos son hongos dimórficos que se desarrollan como 

levaduras multipolares o como hifas filamentosas, pertenecientes a la clase 
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Zygomycete, al subfilum Mucormycotina. Estos hongos constituyen un modelo 

particularmente interesante para el estudio de la PKA por las particularidades 

bioquímicas que presenta la enzima en estos organismos, descriptas a 

continuación, y por verse implicada en el control del dimorfismo del hongo. 

Las holoenzimas de M. circinelloides y de M. rouxii han sido descriptas como 

holenzimas tetraméricas y hasta el momento como isoforma única (111, 112).  

En el año 2002 se clonó el primer gen descripto como el responsable de 

codificar para la subunidad C de PKA en M. circinelloides y se lo llamó pkaC. El gen 

pkaC contiene dos intrones putativos en el extremo 5’ en las posiciones 1028-1084 y 

1308-1370. Este gen codifica para una proteína de 605 residuos de aminoácidos. 

Esta proteína contiene un dominio de unión a ATP conservado (GQGSVG) y un sitio 

activo de alta homología con las proteínas serina / treonina quinasas, pero 

sorprendentemente, carece del residuo de ácido aspártico que es conservado en el 

sitio activo de las quinasas, el cual se encuentra reemplazado por una asparagina 

(112). 

En M. rouxii no se clonó ningún gen que codifique para la subunidad C, pero 

fue descripto que la actividad quinasa se asemeja a la C de mamíferos en la 

especificidad del sitio consenso de fosforilación de los sustratos (113).  

Junto al gen pkaC descripto, se clonó también la secuencia de un gen que 

codifica para subunidad R de M. circinelloides y se lo denominó pkaR. Este gen 

contiene dos intrones, uno en el extremo 5’ en posición 203-254 y otro que separa 

los dos dominios de unión a cAMP en posición 1167-1219. El gen pkaR codifica 

para una proteína de 427 aminoácidos con un peso molecular estimado de 47 kDa. 

La proteína PKAR presenta un porcentaje de identidad con las subunidades R de 

otros hongos entre 31% y 45%, y presenta además los dominios modulares bien 

conservados (112). 

En Mucor rouxii se ha identificado hasta el momento un sólo gen que codifica 

para subunidad R. La secuencia de aminoácidos incompleta, ya que carece del 

extremo N-terminal, presenta en la zona de los dominios de unión a cAMP un 47% 

de identidad con respecto a las subunidad R bovina y entre 50% y 54% de identidad 

con las R de otros hongos (114). Los dos sitios de unión a cAMP se pueden 

diferenciar por sus propiedades cinéticas y especificidad de análogos (76).  

Se demostró que esta quinasa tiene la propiedad particular de no disociarse 

con el simple agregado de cAMP sino que la disociación se logra con el agregado 
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de cAMP, de NaCl o policationes (115). También se demostró que el grado de 

activación de la holoenzima depende del sustrato que se utilice (76). Existen dos 

interpretaciones posibles de esta observación: el sustrato participa en la disociación 

de la holoenzima, y/o la holoenzima tiene actividad (113). Se ha identificado un 

complejo ternario R2C2cAMP, formado por la holoenzima y dos moléculas de cAMP 

unidas al sitio B (116).  

Al igual que ocurre con las subunidades R de mamíferos y de otros hongos, 

en M. rouxii está descripto que la autofosforilación de la subunidad R promueve la 

activación de la holoenzima (111, 117, 118). 

 

VII. Morfología y desarrollo de  M. circinelloides 

 Como se mencionó anteriormente, la PKA es uno de los reguladores claves de 

la morfología y el desarrollo en hongos. 

 

VII.1. Ciclo de vida del hongo 

 M. circinelloides es un hongo generalmente saprófito, dimórfico capaz de 

crecer tanto como micelio filamentoso aseptado o como levaduras gemantes 

multipolares (119).  

 La morfogénesis fúngica es un proceso cíclico, generalmente se toma a las 

esporas como punto de referencia. Las esporas asexuales de M. circinelloides y M. 

rouxii (esporangiosporas) sirven como un mecanismo de dispersión del organismo y 

se pueden desarrollar como levaduras o como hifas filamentosas dependiendo de 

las condiciones ambientales. El crecimiento filamentoso ocurre en condiciones 

aeróbicas, incluso cuando el oxígeno está presente en cantidades mínimas (120). 

En condiciones ambientales desfavorables los filamentos dan lugar a la formación 

de artrosporas, produciendo septos que forman dentro de los filamentos cadenas de 

artrosporas capaces de separarse eventualmente dando lugar, según las 

condiciones del medio, nuevamente a levaduras o hifas. Las artrosporas sólo se 

forman a partir de filamentos activos preexistentes cuando las condiciones se 

vuelven adversas para seguir creciendo de este modo (121). Las esporas 

resultantes de este ciclo, luego pueden desarrollarse como formas levaduriformes o 

como hifas filamentosas dependiendo de las condiciones ya mencionadas (Figura 

9).  
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Figura 9- Ciclo de vida de M. circinelloides en cultivo líquido (122).  (1) Esporas asexuadas, (2) 
hifas filamentos, (3) levaduras, (4) cadena de artrosporas. 
 

 El cambio de condiciones atmosféricas de anaeróbicas a aeróbicas induce a 

las levaduras a formar filamentos a partir de las células madres o de las gemas 

maduras. Un cambio en la atmósfera gaseosa en la dirección opuesta genera la 

gemación de levaduras a partir de los filamentos (123).  

 

VII.2. Esporas asexuales 

 Se forman en medio sólido en condiciones aeróbicas en la porción terminal de 

una hifa aérea especializada llamada esporangioforo dentro de un saco llamado 

esporangio y son característicamente elipsoidales (124) (Figura 10A). 

 

VII.3. Crecimiento filamentoso: 

 Los hongos filamentosos se definen por su habilidad para formar hifas 

altamente polarizadas, esto constituye un prerrequisito para la colonización eficiente 

de sus nichos biológicos y para la utilización de sustratos. El establecimiento de la 

polaridad durante el crecimiento es importante tanto para el surgimiento del tubo 

germinativo como para las posteriores ramificaciones. Una vez que se estableció la 

polaridad se debe mantener durante la extensión de la hifa. En el establecimiento y 

mantenimiento de la polaridad juegan un rol clave elementos estructurales del 

citoesqueleto, especialmente actina (125). 
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 Luego de sufrir un periodo de crecimiento isotrópico durante el cual las esporas 

se hinchan y sintetizan moléculas (126), el crecimiento prosigue con un patrón 

polarizado con el surgimiento de un tubo germinativo y su posterior ramificación. 

Suelen emerger varios tubos germinativos por espora. Los puntos de ramificación 

no presentan un patrón claro (127). Las hifas son no septadas (cenocíticas). 

 Para explicar la morfogénesis de la hifa se plantearon distintos modelos que 

proponen el cambio en las propiedades físicas de la pared celular (128), la 

morfogénesis de la hifa por la expansión del citoplasma (129) y el patrón de 

migración de vesículas (130).  

 Cultivos crecidos en condiciones aeróbicas en medio rico YPG de M. 

circinelloides sufren primero un crecimiento isodiamétrico durante el cual las 

esporas se hinchan y sintetizan moléculas (126), a partir de las 1,5 hs comienzan a 

deformarse indicando el inicio de la emisión del tubo germinativo y se ven como 

“limones” (Figura 10B), a las 3,5 hs las células poseen brotes más largos (Figura 

10C), que luego continúan creciendo y ramificándose (Figura10D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VII.4. Crecimiento levaduriforme y gemación 

 La fase inicial del desarrollo a partir de la espora es indistinguible del de la hifa, 

dado que se da un crecimiento isodiamétrico. 

 Las levaduras son formas esféricas y la célula madre frecuentemente se cubre 

enteramente de gemas. No existe un patrón obvio de gemación de tal forma que se 

Figura 10- Germinación en aerobiosis. (A) Esporas, (B) 2 hs, (C) 3,5 hs (D) 5,5 hs. 

A B C D

30 μm 30 μm 30 μm 30 μm 
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pueda predecir donde va a surgir una gema en relación a una prexisistente. La 

célula madre suele producir entre dos y tres brotes por unidad de tiempo que tienen 

el mismo volumen y sus diámetros se van incrementando a la misma velocidad. 

Alguna de las gemas van siendo liberadas pero muchas células madres van 

quedando metabólicamente inactivas mientras están aún cubiertas con gemas 

altamente activas (127). Se requiere de estricta anaerobiosis para que se produzca 

y mantenga este tipo de crecimiento (131). 

 La formación de levaduras a partir de hifas requiere del surgimiento de las 

formaciones esféricas a partir de los lados y del extremo de la hifa (132). 

 

VII.5. Transición anaerobiosis-aerobiosis 

 Esporas inoculadas en medio mínimo MMC en anerobiosis durante una noche, 

se desarrollan como levaduras multibrotadas (Figura 11A). Si estos cultivos son 

transferidos a condiciones aeróbicas, a partir de las células madres levaduriformes 

surgen tubos germinativos comenzando a las 2 hs (Figura 11B) de crecimiento 

aeróbico, y continúan extendiéndose dando como resultado un cultivo puro de 

filamentos a las 4 hs (Figura 11C) (123). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VII.6. Distribución de núcleos en micelio y levaduras 

 En la forma levaduriforme se observan docenas de núcleos en la célula madre, 

Figura 11- Transición anaerobiosis-aerobiosis. (A) Levaduras, transición anaerobiosis-
aerobiosis (B) 2 hs (C) 4 hs. 

A B C

30 μm 30 μm 30 μm 
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mientras que en las gemas se observan entre dos y diez núcleos. En las hifas se 

observa un gran número de núcleos distribuidos al azar y en las artrosporas entre 

cinco y doce núcleos (127). 

 

VII.7. Formación de artrosporas 

 La extensión de la hifa no continúa indefinidamente. Cuando se alcanzan unos 

8 mm de longitud la extensión y la ramificación se detienen abruptamente. El micelio 

no se vuelve completamente inactivo pero sufre numerosos cambios estructurales 

que dan lugar al proceso de formación de artrosporas. Se observa un 

engrosamiento de la hifa particularmente en los extremos que da lugar a la 

formación de las típicas cadenas de artrosporas (127). Se ha descripto que este 

proceso es una respuesta al hambreado (119), se ve favorecido en condiciones de 

ausencia de fuente de carbono fermentable y de alto inoculo de esporas en medio 

liquido (121, 131, 133). 

 

VII.8. PKA y la morfología fúngica 

 Mediante estudios en diferentes hongos incluyendo Ascomycetes y 

Basidiomycetes se encontró que dos cascadas de transducción de señales 

ampliamente conservadas regulan el desarrollo y la virulencia en hongos. Una de 

ellas es la cascada de las MAPK, que regulan respuestas a feromonas; y la otra es 

la cascada de señalización de PKA que media respuestas frente a nutrientes 

cobrando particular importancia el rol de la señalización por cAMP en la morfología 

fúngica (125). La participación del cAMP en el proceso morfogenético de Mucor se 

ha visto tanto en M. rouxii como en M. circinelloides (119, 134, 135). 

En varios Ascomycetes como S. cerevisiae, C. albicans, A. niger, A. nidulans, 

y A. fumigatus y dos Basidiomycotes como U. maydis y C. neoformans, existen 

evidencias genéticas que muestran la participación de PKA en la polaridad celular. 

En S. cerevisiae, cuando se anula el gen que codifica para la subunidad R se 

ve alterada la diferenciación a pseudohifa, proceso en el que también se vio que las 

tres subunidades catalíticas juegan diferentes roles (105, 136). 

En C. albicans la formación de la hifa es necesaria como mecanismo de 

patogenicidad, y se demostró que anular el gen que codifica para la subunidad R 

impide el crecimiento filamentoso (137). Por otra parte, la deleción de TPK2 bloquea 
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la morfogénesis en medio sólido y reduce parcialmente la virulencia. Tanto TPK1 

como TPK2 tienen roles en el crecimiento filamentoso en distintos ambientes (99, 

100).  

En el patógeno de plantas U. maydis la forma filamentosa es la patogénica. 

Mutantes knockout para el gen de la subunidad R son incapaces de formar micelio y 

presentan defectos en la gemación y en la citocinesis (138).  

En varias especies de Aspergillus, anular los genes que codifican para la 

subunidad R interrumpe el crecimiento polarizado, mientras que la deleción de uno o 

más genes que codifican para subunidad C indican que la PKA está involucrada en 

procesos como crecimiento y tolerancia al estrés oxidativo (101, 139-142).  

En el patógeno de mamíferos C. neoformans, PKA regula fuertemente su 

virulencia (96).  

En trabajos previos de nuestro laboratorio se demostró que las esporas de M. 

rouxii crecidas en presencia de análogos de cAMP muestran crecimiento 

isodiamétrico con interrupción total de la polaridad indicando que PKA está 

involucrada en ese proceso (134).  

El momento en el que se emite el tubo germinativo se correlaciona con el 

momento en que se alcanza un nivel umbral de actividad específica de PKA. El 

crecimiento polarizado es el resultado de un proceso regulatorio en el que participa 

PKA y se debe mantener durante el crecimiento (135). 

Esporas inoculadas en medio YPG presentan una disminución de la actividad 

PKA total inmediatamente después de comenzada la germinación en condiciones 

aeróbicas, siguiendo a un aumento transciente en los niveles de cAMP. A partir de 

ese momento la actividad específica de PKA total disminuye en paralelo con el 

aumento de volumen celular y de la síntesis de proteínas totales. Luego aumentan 

las subunidades R y C inmediatamente antes de la emisión del tubo germinativo 

(143). 

En M. circinelloides está descripto un alto nivel de expresión de pkaR1 

durante el crecimiento anaeróbico levaduriforme y un incremento del mRNA de 

pkaR1 durante la transición de crecimiento anaeróbico a crecimiento aeróbico. En el 

mismo trabajo se indica que la sobreexpresión de pkaR1 provoca hiperramificación 

de las colonias crecidas en medio sólido y disminución de la velocidad de extensión 

de la hifa (112, 127).  
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VIII. Duplicación génica  

La capacidad de evolucionar de un sistema biológico está dada por su 

habilidad para generar diversidad fenotípica de manera tal que permita a los 

distintos organismos encontrar nuevas soluciones a los problemas con los que se 

enfrentan mediante innovaciones evolutivas. Se puede decir, que un sistema tiene 

esta capacidad, cuando se pueden generar cambios fenotípicos heredables a través 

de mutaciones no letales. Esta posibilidad está ligada a la robustez mutacional 

(144). 

La robustez mutacional, es una habilidad de los sistemas biológicos para 

resistir las mutaciones y facilita la innovación evolutiva. Con este término se 

describe hasta qué punto el fenotipo de un organismo permanece constante a pesar 

de las mutaciones. Si un organismo presenta una copia extra de un gen, adquirida 

mediante duplicación génica o genómica, el efecto que puede ocasionar la pérdida 

de una copia debe ser limitado (145). Un ejemplo de esto, está dado por las 

frecuentes ocasiones en que un gen knockout, no origina un efecto fenotípico (146). 

Muchas veces la ausencia de efectos observables es responsabilidad de las 

duplicaciones génicas (144, 147). Por lo tanto, si la robustez es alta, habrá pocas 

mutaciones capaces de generar efectos deletéreos con un fenotipo desfavorable 

(144). 

Diversos tipos de mutaciones pueden afectar a un genoma, estas incluyen: 

mutaciones puntuales, inserciones, deleciones y duplicaciones. Dentro de estos, 

sólo las duplicaciones génicas y genómicas permiten incrementar la robustez 

mutacional (148).  

Existen evidencias de que la duplicación génica ha jugado un rol primordial 

en la evolución de los genomas eucariotas. El cambio que implica tener una copia 

de un gen en un genoma a tener dos copias del mismo, es un evento significativo 

que constituye el primer paso en la formación de una familia génica. Se lo considera 

el mecanismo más efectivo a través del cual aparece una nueva función y 

eventualmente contribuye a las diferencias fenotípicas entre especies (149). 

Se observó que los genes que se encuentran duplicados en un genoma, 

toleran mas los cambios de nucleótidos que los genes que se encuentran como 

simples copias, la acumulación de cambios posibilita que las copias puedan 

diversificarse en función y en ocasiones muy rápidamente (150).  
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Se encontraron en las secuencias de muchos organismos eucariotas 

duplicaciones de largos segmentos de DNA (151, 152) y estudios comparativos 

sugieren que este hecho ha sido un evento continuo durante la evolución (153). Sin 

embargo, aún no está claro si estas largas regiones duplicadas se produjeron a 

través de la acumulación de segmentos que fueron duplicados o por duplicación del 

genoma completo (153, 154). Las retenciones de duplicaciones del genoma 

completo son muy raras, no obstante en los genomas que lograron establecerse, 

fueron seguidas de incrementos sustanciales de la complejidad morfológica (145).  

El poder de las duplicaciones genómicas para facilitar las innovaciones radica 

en que no se parte de cero, sino que se perfeccionan las versiones primitivas o los 

precursores y se explota todo su potencial, por ejemplo quitando restricciones a los 

genes pleiotrópicos y facilitando su co-opción por funciones especializadas (155, 

156). En algunos casos las duplicaciones pueden no ser inmediatamente útiles, sino 

permanecer como una reserva para ser eventualmente usadas en forma adaptativa 

o de perfección (157). 

Luego del evento de duplicación, una de las copias del gen es libre de 

degenerar y perderse del genoma sin consecuencias, sin embargo, algunos genes 

sobreviven adquiriendo diversidad funcional.  

Se han propuesto varios modelos mediante los cuales se puede explicar la 

retención y diversificación en función de las copias génicas. Uno de estos modelos 

propone que la evolución funcional rápida es responsable de la retención de las 

copias génicas y esta puede darse debido a:  

1) La subfuncionalización por la pérdida complementaria de una subfunción en cada 

parálogo, en este proceso una función ancestral es retenida en un parálogo y otra 

en otro. 

2) La neofuncionalización debida a la adquisición de una función nueva en un 

parálogo. 

3) La mezcla de ambos procesos mencionados (158).  

En la figura 12A se esquematiza la subfuncionalización debida a la pérdida 

diferencial de regiones regulatorias. Este proceso generalmente involucra la 

expresión de los parálogos en distintos momentos del desarrollo o en diferentes 

tejidos del organismo (145). Existen diversos ejemplos de expresión diferencial de 

genes duplicados, pero como no se conoce el patrón de expresión ancestral es 

difícil clasificarlos como subfuncionalización o neofuncionalización (159, 160). 
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Otro modelo que intenta explicar la retención de ambas copias en el genoma 

propone que la presencia de una segunda copia del gen, permitiría que una 

mutación letal en una de las copias se vea enmascarada por la presencia del 

parálogo. Por este motivo los genes esenciales son mantenidos como duplicados. 

Se han observado ejemplos de este mecanismo en plantas (161) (Figura 12B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12- Modelos que permiten explicar la retención de genes duplicados. (A) Evolución 

funcional rápida. Los triángulos, círculos y rombos representan regiones regulatorias que posibilitan 

la expresión diferencial consideradas como subfunciones. (B) Amortiguación del efecto deletéreo 

(162). 

 

Estos son solo un par de ejemplos de los diversos modelos propuestos para 

explicar la retención de las copias génicas. La importancia relativa de los distintos 

mecanismos debe diferir entre distintos grupos de organismos dependiendo de 

distintos factores como el tamaño de la población y el modo de reproducción (162). 

Uno de los prerrequisitos para el desarrollo de sistemas más complejos es el 

incremento en el número de genes reguladores (163). Existen teorías que intentan 

predecir qué tipo de genes van a conservar sus duplicados. Algunos modelos 

predicen que los genes preferentemente preservados son aquellos con un gran 

número de regiones reguladoras en cys (164), o los que codifican para proteínas 

con múltiples dominios (165). Otros proponen que cierto tipo de genes tienen 

características bioquímicas que les permiten adaptarse más fácilmente a las 

funciones nuevas, mientras que otro tipo de genes son incapaces de producir 

funciones nuevas porque las duplicaciones de éstos originan un efecto deletéreo 

inmediato (166). 

ancestro       duplicación    subfuncionalización    neofuncionalización    subneofuncionalización     

A 

B 

ancestro            mutación letal                       duplicación          mutación deletérea enmascarada 
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En el caso particular del reino hongos, es importante el estudio de sus 

genomas, ya que sirven como organismos modelos de todos los eucariotas. La 

fisiología celular y la genética fúngica comparten componentes claves con animales 

y plantas que incluyen la multicelularidad, los componentes del citoesqueleto, el 

desarrollo y la diferenciación, la reproducción sexual, el ciclo celular, las 

señalización intracelular, el ritmo circadiano, la metilación del DNA, la modificación 

de la cromatina y el origen común de los genes necesarios para realizar estas 

funciones fundamentales (167). 

Existen cuatro grupos mayoritarios de organismos fúngicos Ascomycetes, 

Basidiomycetes, Zygomycetes y Chitridiomycetes. La comparación de múltiples 

secuencias genómicas fúngicas permitió observar lo divergentes que son los hongos 

a ese nivel (168), incluso entre miembros del mismo género (167). Se pueden 

observar numerosos microarreglos génicos que incluyen pequeñas inversiones, 

translocaciones, inserciones, deleciones y duplicaciones. Se demostró que en 

particular las duplicaciones y las translocaciones constituyen una respuesta común 

en levaduras sometidas a evolución experimental y por lo tanto se piensa que estos 

mecanismos contribuyen a la evolución en largos periodos de tiempo que sufren los 

genomas fúngicos (169). 

En S. cerevisiae está demostrado que ocurrió duplicación del genoma 

completo “WGD” (151), pero en la rama de los Zygomycetes, si bien la duplicación 

génica es muy frecuente (170-172), no se demostró que haya ocurrido duplicación 

del genoma completo. 

El estudio de los genomas eucariotas en general y de los fúngicos en 

particular, permitió observar que son muy dinámicos y en muchos casos permitió 

conectar los eventos evolutivos del genoma con aspectos fisiológicos específicos. 

Las duplicaciones génicas que son mantenidas en estos genomas probablemente 

lograron establecerse bajo condiciones específicas, pero una vez establecidas 

deben haber tenido un impacto pronunciado en la diversificación de las especies y 

haber conducido a un incremento en la complejidad biológica y en las novedades 

evolutivas (145).  

Se puede resumir que, la duplicación génica conduce a la robustez y que ésta 

permite la diversificación molecular y morfológica de los organismos. Para que luego 

puedan generarse cambios evolutivos complejos, se requiere de la selección natural 

de las variaciones adecuadas (144). 
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Darwin propuso que incluso los caracteres nuevos creados por la evolución 

contienen marcas de sus ancestros, y que los numerosos cambios sucesivos debido 

a duplicaciones génicas, son sólo piezas de la historia de la adaptación de un 

organismo a su medio ambiente (173). 

 

IX. Ubiquitinación 

La ubiquitinación es un mecanismo que permite regular aspectos fisiológicos 

de la célula. Es una modificación post -traduccional reversible, en la que se adiciona 

una molécula de ubiquitina (Ub) al grupo ε de lisinas de las proteínas blanco, 

aunque menos frecuentemente puede modificarse el extremo N-terminal o un 

residuo de cisteína. 

La Ub es un polipéptido de 76 aminoácidos cuya secuencia está muy 

conservada en todos los eucariotas. La conjugación de la ubiquitina ocurre a través 

de una serie de pasos secuenciales catalizados enzimáticamente.  

Primero, actúa una proteína activadora (E1) que se une a la ubiquitina a 

través de una unión tiolester dependiente de ATP, luego, es transferida a una 

enzima conjugadora (E2) como un tiolester, y finalmente, es unida a la lisina de una 

proteína blanco por una ligasa (E3) (174) (Figura 13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13- Esquema del proceso de ubiquitinación (175). 
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Habitualmente hay una única E1, varias E2 y múltiples E3. La unión a la lisina 

de la proteína blanco ocurre a través de la glicina C-terminal de la ubiquitina y se 

unen a proteínas sustratos que tienen una señal de reconocimiento específica o en 

algunos casos a través de una proteína adaptadora (176). 

La naturaleza química de la ubiquitina le permite interactuar con otras 

proteínas y formar cadenas de conformaciones diversas, lo que la convierte en una 

modificación muy versátil y sirve como una señal que puede direccionar proteínas y 

es utilizada en numerosos procesos celulares.  

Hoy se sabe que existen diversas formas de ubiquitinación: 

1) Monoubiquitinación, dada por la unión de una molécula de ubiquitina a un residuo 

de lisina de la proteína blanco.  

2) Multiubiquitinación, cuando varios residuos de lisina de la proteína blanco unen 

una molécula única de ubiquitina. 

3) Poliubiquitinación, cuando se une a una lisina de la molécula blanco una cadena 

de ubiquitinas.  

La monoubiquitinación y la multiubiquitinación de proteínas se vieron 

relacionadas a procesos que median la endocitosis (177). También se vieron 

implicadas en la modificación de la localización de las proteínas, en la modulación 

de la actividad proteica y la capacidad de interactuar con otras proteínas, ya sea 

reclutando interactores o inhibiendo interacciones (178, 179). En particular, en 

proteínas que tienen dominios de unión a ubiquitina, se observó que sufren 

monoubiquitinación y esta modificación posibilita cambios conformacionales que 

alteran su capacidad de interactuar con otras proteínas (180, 181) (Figura 14). 

La poliubiquitinación puede variar dependiendo del tipo de unión entre las 

ubiquitinas que forman la cadena. Existen siete tipos diferentes de uniones, porque 

hay siete lisinas en la molécula de ubiquitina que pueden actuar como sitio aceptor 

de otra ubiquitna en el ensamblado para formar las cadenas. Dependiendo del tipo 

de conexión que se establece entre las ubiquitinas que forman la cadena, éstas 

pueden diferir en estructura y función.  

El rol de las cadenas de poliubiquitina con algunos tipos de enlace, está bien 

caracterizado. La unión vía K48 generalmente media degradación vía proteosoma 

(174, 176, 182). Sin embargo, en levaduras gemantes, la poliubiquitinación K48 del 

factor de transcripción Met4p reprime su actividad sin conducirlo a la degradación 

(183). Otra unión involucrada en la degradación vía proteosoma es K11 (175). 
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Una vez que la proteína ha sido degradada, la cadena de poliubiquitina es 

desensamblada por la acción de una serie de proteasas llamadas enzimas 

deubiquitinantes (184, 185). 

Otra unión bien caracterizada de las cadenas de poliubiquitina, es a través de 

K63, que tiene un rol en la tolerancia frente a daños en el DNA, en la respuesta 

inflamatoria, en la vía endocítica y en la síntesis de proteínas ribosomales (186). 

Las cadenas de tipo K6 o K29, fueron detectadas in vitro e in vivo pero sus 

sustratos están pobremente definidos. Las cadenas en forma de horquilla, se forman 

por la unión de dos moléculas de ubiquitina a dos residuos de lisina de una 

ubiquitina que se encuentra unida a un sustrato, pero su función celular aún no fue 

establecida (175) (Figura 14).  

Muchas veces se requiere de modificaciones previas a la ubiquitinación para 

que este sistema reconozca a la proteína blanco (187-189). Un ejemplo de esto es 

que la PKA, regula la degradación mediada por proteosoma dependiente de 

ubiquitina del receptor coactivador nuclear GRIP1, si bien no se demostró su 

fosforilación, se vio que el aumento de los niveles de cAMP o la sobreexpresión de 

Cα  aceleran el recambio vía proteosoma de esta proteína (190). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14- El código de ubiquitina (175). 
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A través de su versatilidad la ubiquitina se encuentra implicada en la 

regulación de diversos procesos. Cumpliendo un papel preponderante en la división 

celular, la diferenciación, el tráfico de proteínas y la transducción de señales. 

Como se mencionó previamente, las proteínas quinasas son reguladores 

importantes de las vías de transducción de señales, por lo que sus funciones se 

encuentran finamente moduladas. De esta manera, son capaces de mediar sus 

funciones celulares y respuestas fisiológicas (191). Una vez que una proteína 

quinasa es activada existen diversos mecanismos para apagar su actividad y en 

muchos casos su propia activación inicia su down regulation mediante la activación 

de la vía de degradación ubiquitina / proteosoma (192) aunque también se describió 

apagado de la actividad quinasa mediado por ubiquitina pero independiente de la 

degradación (193).  

Ejemplos de estos procesos son la proteína quinasa C (194, 195) y la 

proteína quinasa ribosomal S6 (196) que pertenecen a las AGC quinasas, y la 

quinasa SGK-1 (197). Estas quinasas son reguladas mediante degradación 

dependiente de ubiquitinación tras la activación de sus vías de acción. Por otra 

parte, en el caso de Calmodulina, se observó que su moubiquitinación modula su 

actividad y reduce la activación de sus quinasas blanco, pero no conduce a la 

degradación a Calmodulina (193).  

La importancia de la ubiquitinación en la transducción de señales está dada 

porque proporciona un mecanismo que permite acoplar la activación con el 

apagado, permitiendo una regulación temporal precisa de la señalización limitando 

la vida media de los componentes activos de una vía.  

 

X. Pseudoquinasas 

 Dentro de la gran familia de proteínas quinasas existe un grupo que se 

denomina pseudoquinasas o quinasas ‘‘dead’’ por carecer de uno o más de los 

residuos esenciales para su actividad catalítica (198, 199). Se las consideró 

vestigios remanentes de quinasas activas que han sido relegadas a funciones de 

andamiaje (200). No obstante, están cobrando importancia no sólo por la relevancia 

de sus funciones estructurales, sino por ser reguladores de varias vías de 

transducción de señales (199). La mayoría de las pseudoquinasas descriptas son de 

humanos, pero también se han descripto en protozoos (201).  
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 Por análisis de secuencia se observa que los residuos que están más 

frecuentemente alterados en las pseudoquinasas están presentes en al menos uno 

de tres dominios esenciales para la catálisis. Estos dominios son:  

1) VAIK , en el subdominio II del dominio quinasa, dentro del cual el residuo lisina es 

importante para el anclaje y orientación del ATP; 

2) HRD, motivo del subdominio VIB, donde el ácido aspártico funciona como residuo 

catalítico actuando como base aceptora en la transferencia de un protón. 

3) DFG, en el subdominio VII, donde el ácido aspártico se une al Mg2+ que coordina 

la unión del ATP a través de los fosfatos α y γ. 
 Sin embargo, se encontraron algunas quinasas que inicialmente fueron 

definidas como inactivas, por carecer de residuos conservados en la secuencia 

primaria, que conservaban actividad catalítica a pesar de esas alteraciones.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabla 1- Quinasas poco usuales y pseudoquinasas (202). 
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 Ejemplos de esto son las quinasas WnK, CASK e IRAK2. En el caso de Wnk la 

lisina ausente en el motivo VAIK es sustituida por una lisina del subdominio I (203). 

Un hallazgo atípico publicado recientemente es el de la quinasa CASK, que carece 

del ácido aspártico del motivo DFG que coordina al Mg2+, pero es capaz funcionar 

independientemente de este ión (204), más aún la presencia de Mg2+ inhibe su 

actividad. En el caso de IRAK2 a pesar de carecer tanto del ácido aspártico del 

motivo DFG como del motivo HRD, recientemente se le demostró actividad catalítica 

(205), no obstante, no está descripto el mecanismo por el cual logra reemplazar la 

función de esos residuos conservados que carece. 

 En la tabla 1 se resumen ejemplos de quinasas poco usuales, de 

pseudoquinasas y de los motivos claves alterados en cada una de ellas. 

 Dado que en los últimos años se pudo dilucidar la estructura de muchas 

proteínas quinasa, esto permitió realizar estudios en profundidad de la relación entre 

estructura, función y regulación de las mismas como así también conocer más 

acerca de la evolución de estas proteínas complejas. De esta forma se pudieron 

apreciar no sólo de las propiedades catalíticas de las proteínas quinasas, sino 

también de la relevancia de su rol en el andamiaje de complejos multiproteicos. El 

plegamiento único de las proteínas quinasas no sólo evolucionó para permitir el 

posicionamiento de residuos claves para la unión de ATP y la transferencia de 

fosfato, sino también para exponer superficies químicamente diversas que sirvan 

como sitios de unión con otras moléculas. Dentro de las pseudoquinasas con 

función conocida se incluyen: 

1) Coreceptores que interactúan con receptores tirosina quinasa, como HER3, 

EphB6, EphA10, CCK4. Son similares a los receptores con actividad tirosina 

quinasa, pero presentan alguna sustitución en los residuos claves para la 

actividad. De las dos primeras mencionadas está bien descripto que tras la 

interacción con el ligando son capaces de interactuar con verdaderas tirosinas 

quinasas activándolas (206-208).  

2) Reguladores de un segundo dominio quinasa dentro de la misma proteína, tal es 

el caso de JAKs y GCN2. Dentro de las isofromas JAK1, JAK2 y JAK3 existe un 

dominio con actividad tirosina quinasa y otro pseudoquinasa que regula 

directamente al dominio con actividad (209, 210), un mecanismo similar existe en 

GCN2 (211). 
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3) Andamiaje, como en el caso de STRAD, ILK, KSR, TRRAP, Trb3. STRAD, por 

ejemplo, participa de la formación de un complejo con MO25 que permiten la 

activación de LKB1 (212). En el caso de KSR1 y KSR2, interactúan con las 

proteínas quinasas Raf, ERK y MEK para formar un complejo regulatorio 

localizado en la membrana que coordina la propagación de la señal a través de 

la vía de ERK (213, 214). 

 Recientemente se resolvió la primera estructura cristalográfica de una 

pseudoquinasa, VRK3 y se la comparó con la de una quinasa activa relacionada 

VRK2. De este análisis se pudo observar que la pérdida de función catalítica de 

VRK3 está relacionada a la imposibilidad de unir ATP y que la molécula tiene un 

patrón invertido de conservación de secuencia, mientras que está pobremente 

conservada la correspondiente al sitio activo, existe una alta conservación de 

secuencia en regiones correspondientes a porciones superficiales de la molécula 

sugiriendo que la conservación evolutiva de esta molécula puede estar dada por su 

rol en la interacción con otras (202).  

 Uno de los mayores cuestionamientos es cómo determinar cuándo una 

putativa pseudoquinasa es verdaderamente inactiva. Hoy existe el consenso de que 

se puede inferir esta respuesta analizando la estructura de la proteína en conjunto 

con la secuencia primaria para comprender la relevancia funcional de los cambios 

evolutivos. Por lo tanto, para entender la importancia funcional de las 

pseudoquinasas es importante contar con las estructuras y para poder interpretar 

adecuadamente la variabilidad en la secuencias también es esencial identificar sus 

interactores (215). 
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OBJETIVOS GENERALES: 

El prototipo de proteína quinasa A es la PKA de mamíferos de la cual se 

dispone de mucha información bioquímica y estructural, sin embargo es importante 

profundizar el conocimiento de PKAs provenientes de modelos diferentes a las de 

mamíferos ya que esto posibilitará generar conceptos más generales sobre estas 

proteínas.   

El objetivo general de esta tesis fue caracterizar bioquímicamente la PKA en 

el hongo Mucor circinelloides y determinar su rol en el desarrollo y diferenciación del 

hongo para avanzar en el entendimiento del mecanismo de activación de la PKA. 

Hemos elegido este hongo filamentoso como modelo de estudio dado que, como se 

ha mencionado en la introducción, la PKA de Mucor presenta la peculiaridad de 

poseer una afinidad de interacción entre las subunidades regulatoria (R) y catalítica 

(C) mayor que la observada en levaduras y eucariotas superiores, característica que 

la hace particularmente diferente al prototipo de proteínas quinasas que es la PKA 

de mamíferos.  

Los miembros del género Mucor son hongos dimórficos y en nuestro 

laboratorio se ha estudiado la relación existente entre la vía de señalización por PKA 

y la morfología fúngica estableciéndose un rol esencial de la quinasa en este 

proceso. 

Como hemos mencionado en la introducción la subunidad R presenta una 

estructura de dominios bien definida. Entre el dominio de dimerización y anclaje 

(D/D) en el extremo N-terminal y los dominios de unión de cAMP, hay una zona 

denominada bisagra que incluye el sitio inhibitorio o de pseudosustrato (IS). A 

ambos lados del IS se definen el linker I y linker II. Dada la alta variabilidad del linker 

I, fue de nuestro interés analizar la participación del mismo en la interacción R-C. 

Mediante un análisis de comparación de secuencias de aminoácidos de la región 

linker I de subunidades R de distintos organismos pudimos observar la existencia de 

residuos ácidos presentes en mayor número y dispuestos en forma agrupada en la 

subunidad R de Mucor. Estudiamos, entonces si esta región participa en la 

interacción con la subunidad C y si es responsable de la diferencia de afinidad en la 

interacción R-C en M. circinelloides. 

Si bien en nuestro laboratorio hemos demostrado que el cAMP y la PKA 

están involucrados en determinar la morfología en M. rouxii y M. circinelloides, con 
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el objetivo de evaluar en detalle y mediante abordajes genético-moleculares el rol 

que cumple la PKA en la diferenciación, el desarrollo y la morfología de M. 

circinelloides, nos propusimos generar una cepa mutante que tuviera anulado el gen 

que codifica para la subunidad R (pkaR). La construcción de la mutante junto con la 

finalización del proyecto genoma de M. circinelloides nos permitieron identificar tres 

genes adicionales que codifican para proteínas con homología con PKAR. Estos 

resultados plantearon una nueva situación, similar a la observada en mamíferos 

donde existen isoformas de subunidad R y C, que nos hizo abordar un nuevo 

objetivo de estudio que fue el análisis de la expresión y participación de estás 

isoformas en la morfología, desarrollo y diferenciación de M. circinelloides. 

Del el análisis de la expresión de los genes pkaR se observó la existencia de 

subunidades R de M. circinelloides con un PM aparente mucho mayor que el 

predicho por la secuencia de aminoácidos. Nos planteamos entonces la posibilidad 

de que algunas de las subunidades R pudiera sufrir alguna modificación post-

traducccional. 

Finalmente, así como demostramos la existencia de isoformas de subunidad 

R, en nuestro laboratorio se demostró la existencia de múltiples genes a partir de los 

cuales se expresan isoformas de subunidad C. Una de ellas presenta características 

muy peculiares dado que carece de residuos claves presentes en el centro catalítico 

necesarios para la actividad quinasa. Nos planteamos la posibilidad de que sea una 

pseudoquinasa catalíticamente inactiva y comenzamos entonces los estudios 

bioquímicos que permitan definirla como este tipo quinasa. 
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I. Cepas utilizadas  

I.1. Cepas de M. circinelloides 

 

Cepa de M. 
circinelloides 

Auxotrofía Cita Cepa 
Original 

plásmido Medio de 
cultivo 

Mu402 leu- pyrG- (216)   YPG+uridina
(200 μg/ml) 

KFA89  (112) R7B pEUKA2 YNB 
R7B 

(ATCC0680) 
leu- (217) f. lusitanicus 

CBS277.49 
 MMC 

ΔR1  (218)   MMC 
ΔR1+ R1  (218) ΔR1 pEUKA4R 

(contiene el 
cDNA de 

pkaR1 bajo 
el promotor 

gpd1) 

YNB 

 ΔR1+ pLeu4 
  ΔR1 pLeu4 

 ( contiene 
el marcador 

de 
selección 

leuA) 

YNB 

 ΔR1+JO9 
  ΔR1 JO9 

(contiene el 
cDNA de 

pkaR1 bajo 
su propio 
promotor) 

YNB 

ΔR2     YNB 

Tabla 2- Cepas de M. circinelloides utilizadas 
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I.2. Cepas de S. cerevisiae 

 

 

 

 

II. Preparación de esporas.  

Se parte de un stock de esporas a partir de las cuales se crece el hongo en 

medio sólido. El medio que se utiliza depende de la auxotrofía de la cepa y se 

prepara a pH 4.5 ya que favorece la esporulación. Se incuba a 30ºC en oscuridad 

hasta la esporulación (en general unos 6 días). Las esporas se cosechan agregando 

H2O estéril al cultivo, despegando mecánicamente las esporas del micelio con una 

varilla de vidrio y recogiendo el H2O con las esporas. Luego se centrifuga la 

suspensión, se lava con H2O estéril por centrifugación y decantación, hasta que el 

sobrenadante esté limpio. El stock de espora se cuantifica al microscopio óptico con 

una cámara de Neubauer y se guardan a 4ºC hasta su utilización. 

 

III. Construcción de proteínas mutantes R1 y R2 

Las mutantes de la subunidad R (PKAR1) de M. circinelloides se obtuvieron 

mediante PCR usando como primers oligonucleótidos complementarios a distintas 

Cepa de 
levaduras 

genotipo Nomenclatura Cita Medio de 
cultivo 

 
S13-3A 

Matα his3 leu2 
ura3 trp1 ade8 

tpk2:: HIS3 
tpk3::TRP1 
bcy1::LEU2 

 
TPK1bcy1∆ 

 
(219) 

 
YPD 

 
S18-1D 

MATα his3 leu2 
ura3  trp1 ade8 

tpk1w1 tpk2::HIS3 
tpk3::TRP1 

 
tpk1w (tw) 

 
(220) 

 
YPD 

 
RS13-58A-1 

Matα his3 leu2 
ura3 trp1 ade8  

tpk1w, tpk2::HIS3 
tpk3::TRP1, 
bcy1::LEU2 

 
tpk1wbcy1∆ 

(twb∆) 

 
(219) 

 
YPD 

KT1115 MATα leu2 ura3 
his3 pep4Δ 

1115 (221) YPD 

Tabla 3- Cepas de levadura utilizadas 
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regiones de PKAR1 y usando como templado el plásmido pYES-R, plásmido pYES2 

(Invitrogen, figura 15) que contiene la secuencia de cDNA de PKAR1. La subunidad 

mutante R1 carece de los residuos N-terminales (1-127) y la mutante R2 carece de 

los residuos ácidos (110-125). Para generar la mutante R1 los primers usados 

fueron B1 y B2 que hibridan con la secuencia de PKAR1 que corresponde a los 

aminoácidos 128-134 (B1) y 421-427 (B2). El producto de PCR de 900 pb se clonó 

en los sitios Hind III-EcoR I del pYES. Para la mutante R2 se usaron dos primers B3 

y B4 para dos reacciones de extensión del primer pre-PCR a partir del pYES-R. Las 

reacciones después se mezclaron y se usaron como templado para la PCR usando 

B5 y B6. El producto de PCR de 720 pb se clonó en los sitios Hind III-BstE II del 

pYES. Las construcciones se verificaron mediante secuenciación de DNA. Los 

plásmidos se denominaron pYES-R1 y pYES-R2 respectivamente. Las secuencias 

de los primers se indican en la tabla 5, en la sección XXIV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15- Vector pYES (Invitrogen) 
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IV. Expresión y purificación de  proteínas en levadura 

IV.1. Expresión y purificación de las subunidades Rwt, R1, R2 y BCY1 

 Las proteínas Rwt (PKAR1) y las mutantes R1 y R2 de M. circinelloides 

fueron expresadas en la cepa TPK1bcy1∆ de S. cerevisiae transformada por el 

método de acetato de litio (222) con los plásmidos pYES-R, pYES-R1 o pYES-R2 

respectivamente. Para la expresión de proteínas las cepas fueron crecidas en medio 

mínimo YNB ura- en presencia de glucosa durante una noche y luego pasados a 

medio rico YPgal durante 16 horas a 30ºC en agitación a 150 r.p.m. La cepa 

TPK1bcy1∆ (Tabla 3) lleva una deleción que elimina la expresión del gen bcy1 

endógeno.  

Para la purificación de BCY1 se cultivó en medio líquido YPgal la cepa de S. 

cerevisiae 1115/BCY1 (1115 transformada con el plásmido pYEP51-BCY) (Tabla 3), 

durante 16 horas a 30ºC en agitación a 150 r.p.m.  

Para verificar la expresión de las proteínas de las distintas cepas se preparó 

extracto crudo usando perlas de vidrio de 0,5 nm y buffer A (ver soluciones, sección 

XXIII). Se analizaron los extractos crudos por Western blot y se revelaron con 

anticuerpo policlonal anti-R de M. rouxii, anticuerpo policlonal preparado en nuestro 

laboratorio (111).  

Los extractos crudos se fraccionaron por gradientes de sacarosa y las 

fracciones de mayor actividad de unión a cAMP se juntaron y liofilizaron. 

 

IV.2. Expresión y purificación  de la subunidad C de M. circinelloides en 

levaduras 

Se subclonó en el plásmido pESC-ura (Stratagen, figura 16) la secuencia del 

cDNA del gen pkaC de M. circinelloides (pESC-ura-C). La proteína PKAC fue 

expresada como proteína de fusión con el epitope c-Myc en las cepas tpk1w y 

tpk1wbcy1∆ (Tabla 3) de S. cerevisiae transformadas con el plásmido pESCura-C. 

Para la expresión de proteínas las cepas fueron crecidas en medio mínimo YNB ura- 

en presencia de glucosa durante una noche y luego crecidas en medio YPgal 

durante 16 horas a 30ºC en agitación a 150 r.p.m. La expresión de la proteína se 

verificó mediante preparación de extracto crudo y Western blot revelado con 

anticuerpo anti-cMyc (COVANCE). 
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V. Purificación de la subunidad C de M. circinelloides 

La cepa de M. circinelloides R7B (tabla 2) se cultivó en medio líquido YPG pH 

4,5 con un inoculo de 106 esporas/ml. Los cultivos se crecieron 4,30 hs hasta la 

emisión del tubo germinativo. La holoenzima de PKA se preparó como se describe 

en (76) mediante cromatografía de intercambio aniónico utilizando una resina de 

DEAE-celulosa (SIGMA). Se eluyó con buffer A 0.35 M NaCl y luego se precipitó 

con (NH4)2SO4 60%. La subunidad C fue purificada mediante cromatografía de 

afinidad utilizando resina 8-AHA-cAMP-agarosa (BioLog) como fue descripto 

previamente (111). Se juntaron las fracciones con mayor actividad quinasa y se 

usaron como fuente de enzima en el día de la preparación. 

 

 

VI. Preparación de la subunidad C de S. cerevisiae (TPK1) 

Se cultivó en medio líquido YPD la cepa de S. cerevisiae 1115 durante 16 hs 

a 30ºC en agitación a 150 r.p.m. Se preparó extracto crudo y se precipitó con 

(NH4)2SO4 60%. Luego de desalar los precipitados la subunidad TPK1 fue aislada 

Figura 16- Vector pESC-ura (Stratagen) 
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mediante purificación por cromatografía de afinidad utilizando resina 8-AHA-cAMP-

agarosa como fue descripto previamente (111). Se juntaron las fracciones con 

mayor actividad de fosfotransferencia y se ensayó en el día. 

 

VII. Purificación de subunidades R de M. circinelloides 

Se cultivaron las cepas de M. circinelloides R7B, ΔR1, ΔR1 + R1 y ΔR2 (Tabla 

2) en distintas condiciones:  

a) en medio YPG pH 4,5 (106 esporas/ml) durante 4 o 4,30 hs hasta 

emisión de tubo germinativo,  

b) en medio MMC (105 esporas/ml) en anaerobiosis toda la noche y  

c) en medio MMC (105 esporas/ml) en anaerobiosis toda la noche y 

transferidos a condiciones aeróbicas durante 4 hs. 

En todos los casos se crecieron a 30ºC en agitación a 150 r.p.m. Se 

realizaron extractos crudos de los cultivos y se sembraron en resina 8-AHA-cAMP-

agarosa. Luego de lavado exhaustivo con en buffer A adicionado de 0.5M NaCl, se 

agregó buffer de siembra. 

 

VIII. Preparación de la holoenzima de PKA de M. circinelloides.  

Las cepas R7B, ∆R1, KFA89 y ∆R2 (Tabla 2) se cultivaron en medio líquido 

YPG pH 4,5 con un inoculo de106 esporas/ml en aerobiosis durante 4 hs hasta la 

emisión del tubo germinativo, o en medio MMC con un inoculo de 105 esporas/ml 

durante una noche en condiciones de anaerobiosis y luego de la transición a 

condiciones aeróbicas. La holoenzima se preparó como se describe en (76) 

mediante cromatografía de intercambio aniónico utilizando resina de DEAE-celulosa. 

Después de lavar con buffer A, se realizó la elución con buffer A adicionado de 

0.35M NaCl. Las semipurificaciones fueron empleadas en el momento de la 

preparación. 

 

IX. Ensayo de unión a cAMP 

El ensayo de unión a cAMP se realizó mediante ensayo de unión a 

nitrocelulosa de [3H]cAMP (Perkin Elmer Life Sciences). Se incubaron las distintas 

fuentes de subunidad R durante 30 minutos a 30°C en un volumen final de 70 μl con 
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0,3 μM de [3H]cAMP (62 000 d.p.m./pmol) y 0,5 M NaCl en buffer A. Se sembró 

luego una alícuota sobre membranas de nitrocelulosa bajo vacío y se lavó con buffer 

Tris–HCl 10 mM pH 7,5 (223). En esta concentración el cAMP es saturante. La 

actividad de R se expresó en fmoles de cAMP unido. Las fuentes de R ensayadas 

en los distintos casos fueron subunidad Rwt, R1 o R2 expresadas y purificadas en 

levadura; extractos crudos de distintas cepas, fracciones del gradiente de sacarosa 

o fracciones enriquecidas en holoenzima de las cepas de M. circinelloides que 

fueron utilizadas en los distintos ensayos.  

En la curva de medición de saturación de cAMP se utilizó la mezcla de 

reacción con cantidades crecientes de [3H]cAMP entre (0.25-3 μM). 

 

X. Ensayo de actividad quinasa  

La actividad quinasa se determinó ensayando su actividad fosfotransferasa 

usando kemptido (SIGMA) como sustrato en una mezcla de incubación que contiene 

15 mM MgCl2, 0.1 mM [γ32P]ATP (Perkin Elmer Life Sciences), (300-1500 

dpm/pmol), 200 μM kemptido y 10 μM cAMP. El ensayo se inició por adición de las 

distintas fuentes enzimáticas en cada caso. Se incubó 10 minutos a 30°C y luego las 

alícuotas se procesaron según el método de papeles de fosfocelulosa (p81 

Whatman) (224). La actividad de PKA se expresa en unidades (U) definidas como 

pmol de fosforo incorporado en el sustrato por minuto a 30°C o por  minuto μg de 

proteína ensayada cuando se especifica en la leyenda de la figura. 

Las fuentes enzimáticas utilizadas a lo largo de la tesis fueron: subunidad Cα 

de Bos taurus (CB) recombinante (fue cedida por la Dra. Susan Taylor, de la 

Universidad de California, San Diego), subunidad C de M. circinelloides (CM) 

purificada, holoenzima semipurificada por cromatografía de intercambio iónico 

mediante resina DEAE-celulosa, extracto crudo de levadura, o fracción enriquecida 

en holoenzima por precipitación de extracto crudo con (NH4)SO4 60%. En los 

experimentos del capítulo II también se ensayó utilizando el péptido NTh-1 como 

sustrato y en presencia y ausencia de MgCl2. 

 

Kemptido: Péptido de 7 aminoácidos (Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly) derivado de la 

piruvato quinasa de cerdo (31). 
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NTh-1: Péptido de 12 aminoácidos (Gly-Arg-Gln-Arg-Arg-Leu-Ser-Ser-Leu-Ser-Glu-

Phe) derivado de la trealasa neutra de S. cerevisiae. 

En algunos casos la actividad quinasa se ensayó en presencia y ausencia de 

10 μM cAMP, o en presencia de 10 μM cAMP adicionado o no de 0.5 M NaCl, según 

se indica en las figuras de cada capítulo. 

 

XI. Ensayo de inhibición de actividad quinasa  

La subunidad C se preincubó durante 30 minutos a 30°C con varias 

concentraciones de subunidad R (0.02-1,5 nM) en 20 mM buffer Tris–HCl pH 7,5, 1 

mM β-mercaptoetanol, 10 mM MgCl2 y 0,1 mM ATP en un volumen final de 70 μl. La 

cantidad de subunidad C utilizada están indicadas en las leyendas de las figuras. 

La reacción de fosforilación se inició por el agregado de 10 μl de solución 

start que contiene kemptido y [γ32P]-ATP de manera tal de obtener una 

concentración final de 200 μM de kemptido y 0,1 mM ATP (1000-1500 cpm/pmol) se 

incubaron a 30°C 10 minutos y luego se procesaron alícuotas de 50 μl como se 

describió en el ensayo de actividad quinasa. 

 

XII. Ensayo de disociación de  holoenzima reconstituida 

Se reconstituyeron las holoenzimas de PKA combinando las subunidades CM 

o CB con las subunidades Rwt , mutantes R1 y R2 o RS en buffer 20 mM Tris–HCl 

pH 7,5, 1 mM β-mercaptoetanol, 10 mM MgCl2 y 0,1 mM ATP. Se preincubó por 30 

min a 30°C. Las holoenzimas reconstituidas  fueron utilizadas para medir actividad 

quinasa a varias concentraciones de cAMP (0.001-10 μM). La reacción se inició por 

agregado de 50 μl de las holoenzimas reconstituidas a tubos que contenían 10 μl de 

solución start (descripta en el punto anterior) y las distintas cantidades de cAMP 

indicadas. Se incubaron a 30°C 10 minutos y luego se procesaron alícuotas de 50 μl 

como se describió  en el ensayo de actividad quinasa. 

Las cantidades de subunidades utilizadas para la reconstitución de las 

holoenzimas están indicadas en las leyendas de las figuras.  
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XIII. Transformación de M. circinelloides 

XIII.1. Producción de protoplastos 

Se recogieron esporas de micelios crecidos en placas de YPG pH 4,5, se 

centrifugaron 3 minutos a 2000 r.p.m. a temperatura ambiente y se hizo un lavado 

con 5 ml de agua destilada. 

Las esporas cosechadas fueron crecidas en 25 ml de YPG pH 4,5 (si la cepa era 

MU402 adicionada de 200 μg/ml uridina) con un inoculo de 1x107 esporas/ml en un 

erlenmeyer de 250 ml y se incubó una hora a temperatura ambiente y toda la noche 

a 4ºC. 

A la mañana siguiente se incubó a 26ºC a 300 r.p.m., hasta que la mayoría de 

las esporas germinaron (aproximadamente 3,5 horas). 

Se centrifugó 5 minutos a 900 r.p.m. Se descartó el sobrenadante y se 

resuspendió en 5 ml de buffer PS (ver soluciones). Este lavado se repitió una vez. 

Se resuspendieron las esporas en 4 ml de buffer PS. Se colocaron en un 

erlenmeyer de 25 ml y se añadió 5 mg de Lysing Enzymes (SIGMA) en 1 ml de 

buffer PS y 100 μl (0.75 mg) de Quitosanasa (US Biological). 

Se incubaron a 30ºC con agitación suave (60 r.p.m.) hasta que se vio la 

pared digerida (1,5 horas). Se trasvasó a un tubo a rosca, se llenó de MS (ver 

soluciones) y se centrifugó 5 minutos a 900 r.p.m. Se descartó el sobrenadante, se 

resuspendió en 5 ml de MS y se centrifugó 5 minutos a 900 r.p.m. Se descartó el 

sobrenadante, y se llevó a 800 μl con MS. Esta preparación de protoplastos está 

lista para ser transformada. 

 

XIII.2. Mezcla de transformación  

Se agregaron los componentes en el siguiente orden: 

1) 1 μl de ATA (ácido aurin tricarboxílico, SIGMA)1 M 

2) 20-30 μg DNA plasmídico* en no más de 25 μl 

- Cuando el objetivo era interrumpir un gen se utilizó el vector knockout 

indicado en cada caso linealizado. 
- Cuando el objetivo era complementar una mutación se transformó con 

plásmido sin digerir. 

3) 20 μl de PEG4000 en MS 
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Se incubó 30 minutos en hielo y luego se añadieron los siguientes 

componentes en el orden indicado: 

 

1) 0,5 ml de PEG4000 en MS 

2) 0,5 ml de PEG4000 en MS 

3) 1 ml de PEG4000 en MS 

 

Se incubó 25 minutos a temperatura ambiente. Se completó el tubo con MS y 

se centrifugó 5 minutos a 900 r.p.m. Se descartó el sobrenadante y se agregaron 5 

ml de YPG pH 4,5 + 0.5 M sorbitol (SIGMA). 

Se centrifugó 5 minutos a 900 r.p.m., se descartó el sobrenadante y se resuspendió 

en 650 μl de YNB pH 4,5 + 0.5 M sorbitol. Se sembró en medio selectivo adicionado 

de sorbitol. 

  

XIII.3. Selección de transformantes: 

Se sembró inicialmente en medio selectivo YNB o MMC según la cepa, 

adicionado de sorbitol a pH 3,2 para obtener colonias aisladas. Se tomaron las 

colonias aisladas y a cada una de ellas se las pasó a medio selectivo pH 4,5 para 

producción de esporas. Se sembraron las esporas obtenidas en medio pH 3,2 +/- 

selección y se registró el porcentaje de crecimiento con selección respecto a sin 

selección. Se continuó dando pases a partir de las colonias crecidas en medio con 

selección hasta obtener un alto porcentaje de crecimiento en el medio selectivo 

respecto al medio sin selección.  

Como el hongo es un sincicio de núcleos y la transformación da como resultado 

inicialmente individuos que presentan una mezcla de núcleos wt e interrumpidos, a 

estos hongos se los denomina (heterocariontes). Sometiendo a estos hongos a 

sucesivos pasajes en medio selectivo (generalmente 3) se seleccionan los 

individuos que poseen solo núcleos interrumpidos (homocariontes). 

Para el caso de la transformación con plásmido circular empleada en las 

complementaciones, no es necesario dar pases, se elije un individuo que en el 

primer pase de alto porcentaje de crecimiento en el medio selectivo respecto al 

medio sin selección.  
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XIV. Construcción de vectores knockout 

El plásmido pUC18R que lleva el gen pkaR1 (-430 a 1982), se generó 

clonando dentro del vector pUC18 un fragmento EcoR I de 2,412 kb que se obtuvo 

mediante PCR utilizando DNA genómico como templado y primers específicos que 

incluyen el sitio de restricción EcoR I. 

Se construyó el plásmido pRpyrG, que contiene el gen pyrG de M. 

circinelloides flanqueado por secuencias de pkaR1, para anular el gen pkaR1. El 

gen pyrG permite complementar la auxotrofía por uridina ya que codifica para la 

enzima orotidina-5'-monofosfato decarboxilasa (OMPD) que participa en la síntesis 

de pirimidinas. 

 Para generar este vector knockout, se amplificó mediante PCR a partir del 

vector pUC18R usando los primers pkaRp1 y pkaRp2, ambos contienen el sitio Bgl 

II en su secuencia (en itálicas, Tabla 5). Estos primers amplifican hacia afuera desde 

la secuencia de pkaR1 hacia la del vector produciendo una deleción de 0,561 kb de 

la región codificante de pkaR1. El producto de PCR digerido con Bgl ll, se ligó con 

un fragmento BamH I de pyrG obtenido a partir del plásmido pEMP1(Figura 17) 

(225). El plásmido se linealizó por digestión con EcoR I y se utilizó para transformar 

protoplastos de Mu402. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figra 17- Vector pEMP1 
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El plásmido pUC19R2 que lleva el gen pkaR2 (-718 a 1730), se generó 

clonando dentro del vector pUC19 un fragmento que se obtuvo mediante PCR 

utilizando DNA genómico como templado y primers específicos. Se construyó el 

plásmido pR2pLeuA, que contiene el gen leuA de M. circinelloides flanqueado por 

secuencias de pkaR2, para anular dicho gen. El gen leuA codifica para la enzima 

α− isopropilmalato isómeras que participa en la vía de síntesis de leucina. Para 

generar este vector knocout, se amplificó mediante PCR a partir del vector 

pUC19R2 usando los primers S1n y S1c, ambos contienen el sitio Pst I en su 

secuencia (en itálicas, Tabla 5). Estos primers amplifican hacia afuera desde la 

secuencia de pkaR2 hacia la del vector produciendo una deleción de 0,594 kb de la 

región codificante de pkaR2. El producto de PCR digerido con Pst l, se ligó con un 

fragmento Pst I de leuA obtenido a partir del plásmido pLeu4. El plásmido se 

linealizó por digestión con Pvu II y se utilizó para transformar protoplastos de R7B. 

El plásmido pUC18C que lleva el gen pkaC (-453 a 2007), se generó 

clonando dentro del vector pUC18 un fragmento EcoR I de 2,460 kb que se obtuvo 

mediante PCR utilizando DNA genómico como templado y primers específicos que 

incluyen el sitio de restricción EcoR I. 

Se construyó el plásmido pCpyrG, que contiene el gen pyrG de M. 

circinelloides flanqueado por secuencias de pkaC, para dicho gen. Para generar 

este vector knockout, se amplificó mediante PCR a partir del vector pUC18C usando 

los primers pkaC-p1 y pkaC-p2, ambos contienen el sitio Bgl II en su secuencia (en 

itálicas, Tabla 5). Estos primers amplifican hacia afuera desde la secuencia de pkaC 

hacia la del vector produciendo una deleción de 0,537 kb de la región codificante de 

pkaC. El producto de PCR digerido con Bgl ll, se ligó con un fragmento BamH I de 

pyrG obtenido a partir del plásmido pEMP1 (225). El plásmido se linealizó por 

digestión con EcoR I y se utilizó para transformar protoplastos de Mu402. 

 

XV. Purificación y análisis de ácidos nucleicos . 

XV.1. Preparación de DNA plasmídico 

Para las realizar las preparaciones de DNA plasmídico se utilizó el kit 

comercial Wizard plus (PROMEGA).  
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XV.2. Preparación de DNA cromosómico 

 Se crecieron las cepas sobre celofán en medio selectivo durante 3 días. Se 

tomó el micelio crecido sobre ¼ de placa y se procesó con N2 líquido. Se agregó 

700 μl buffer de extracción (ver soluciones) y 30 μl de proteinasa K (2 ng / ml) y 

30 μl de RNAsa 10 mg/ml (Roche). Se incubó durante 3 hs a 37ºC. Se agregó un 

volumen de fenol, se centrifugó 10 minutos a 10.000 r.p.m. y se repitió este paso 

una vez. Se agregó un volumen de isopropanol y se dejó precipitar durante 30 min a 

-70ºC. Se centrifugó 20 minutos a 10.000 r.p.m. a 4ºC. Se lavó el pellet con un 

volumen de etanol 70% y se resuspendió en 30 μl de Buffer TE (ver soluciones). 

 

XV.3. Preparación de RNA para N orthern blot 

Se crecieron las cepas sobre celofán en medio selectivo durante 3 días. Se 

tomó el micelio crecido sobre ¼ de placa y se procesó con N2 líquido. Se agregaron 

700 μl buffer de extracción (ver soluciones) y 6 μl de β-mercaptoetanol agitando. Se 

centrifugó 20 min a 4ºC a 9000 g. Se preparó un tubo de ultracentrífuga con 900 μl 

de mezcla CsCl 5,7 M / EDTA pH 8 10 mM y sobre esta solución se añadió con 

cuidado el sobrenadante de la centrifugación anterior. Se centrifugó a 50.000 r.p.m. 

15 horas a 4ºC. El RNA se resuspendió en 50 μl agua MilliQ. 

 

XV.4. Preparación de RNA para RT-PCR  

Se crecieron las cepas en 100 ml de YPG pH 4,5 106 esporas/ml durante 4,30 

hs. Se filtró el cultivo a través de papel de filtro y se lavó con H2O. Se partió el 

micelio en 4 porciones y a cada una de ellas se las resuspendió en buffer TES (ver 

soluciones). 

Se agregó un volumen de fenol ácido y se agitó durante 10 segundos. Se 

incubó durante 1 hora a 65ºC y se agitó durante 10 segundos cada 5 min. Se incubó 

en hielo 5 min. Se centrifugó a 4ºC a 12000 r.p.m. durante 5 min. Se pasó la fase 

acuosa a otro tuvo y se repitió la extracción con fenol una vez. 

Se agregó 0,1 volumen de acetato de sodio y 2 volúmenes y medio de etanol 

absoluto (Merck). 

Se centrifugó 15 min a 12000 r.p.m. a 4ºC y se conservó en 100 ml de etanol 

absoluto a -70ºC hasta su utilización. 
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XVI. Southern blot y Northern blot 

Para el análisis por Southern blot, se hibridó DNA cromosómico (1 μg) en 

filtros de nylon cargados positivamente (GE Healthcare Life Sciences) y se hibridó a 

65°C a sondas marcadas radiactivament e en una solución de hibridación que 

contiene 0,1 g/ml dextran sulfato. Para los Northern blot, se utilizaron 15-25 μg de 

RNA total de cada muestra. Se corrieron en un gel de agarosa 1,2% con 

formaldehido y 1x MOPS, se hibridó en filtros de nylon cargados positivamente en 

0,9 M NaCl, 0,5 % SDS y 0,1 g/ ml dextran sulfato. Las sondas se marcaron con [α-
32P]CTP (Ready-to-Go DNA labellingbeads, GE Healthcare Life Sciences). 

 

XVII. PCR y RT-PCR semicuantitaiva 

XVII.1. PCR 

Se realizaron PCRs para analizar la interrupción del gen pkaR1 con los pares 

de primers p1/ p2; para analizar la interrupción del gen pkaC se utilizaron los pares 

de primers Caf /Car y Sec2F / p2 y para analizar la interrupción del gen pkaR2 se 

utilizaron los pares de  primers   S1F/LeuAR1 y S1F/ S1t. Se analizó mediante PCR 

también si quedaban retos de vector pkCpyrG sin digerir en los clones ∆C 

heterocariontes utilizando los primers pv y MC5. Las secuencias de los primers se 

muestran en la tabla 5. 

 

XVII.2. RT-PCR semicuantitaiva  

Se preparó RNA de las cepas R7B, ∆R1 y ∆R2 de M. circinelloides crecidas 

hasta distintos estadios. Se realizó RT-PCR semicuantitatva usando el gen del 

factor de elongación EF-1a (tef-1) como control interno. El gen tef-1 se expresa 

constitutivamente a través de la germinación en M. circinelloides (226). Para la 

reacción de amplificación mediante RT-PCR se realizó un primer paso de obtención 

de cDNA, para ello se utilizó Transcriptasa reversa (Supertranscript ll de Invitrogen), 

se calibró de manera tal que permitiera la detección de los transcriptos de mRNA 

apropiados para que se mantenga la amplificación de los mismos en fase 

logarítmica. Una vez obtenido el cDNA se realizó la PCR utilizando los pares de 

primers adecuados. Los primers utilizados fueron: pkaR1F /pkaR1R, pkaR2F 
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/pkaR2R, pkaR3F /pkaR3R, pkaR4F /pkaR4R para detectar cada gen pkaR 

respectivamente. Mientras que para los genes pkaC1-6 los pares de primers 

utilizados fueron S0F/S0R, S1F/S1R, S2F/S2R, S3F/S3R, S5F/S5R, S8F/S8R y 

Caf/Car para la detección del gen pkaC.  

El tamaño de los productos de PCR esperados eran 775 pb, 955 pb, 817 pb y 

994 pb para pkaR1, pkaR2, pkaR3 y pkaR4 respectivamente; 858 pb, 929 pb, 902 

pb, 854 pb, 969 pb y 821 pb para los genes pkaC1-6 respectivamente; 1124 pb para 

pkaC y 550 pb para tef-1. 

También se preparó RNA de las cepas de levadura tpk1w, tpk1w bcy1∆, tpk1w 

/V, tpk1w /C, tpk1w bcy1∆/V y tpk1w bcy1∆/C y se analizó la expresión en levaduras 

del gen pkaC con los primers Caf y Car. El tamaño esperado en este caso era 1124 

pb. 

Los productos de PCR se analizaron por geles de agarosa 1% teñidos con 

BrEt y cuantificaron usando (Bio-Imaging Analyzer Bas-1800II and Image Gauge 

3.12, Fujifilm) expresando las intensidades en unidades arbitrarias.  

Las secuencias de los primers se detallan en la tabla 5. 

 

XVIII. Crecimiento radial y esporulación 

Se inocularon por triplicado en el centro de una placa 10 μl de una 

suspensión de esporas (103 esporas/ml) en medio mínimo pH 4,5 suplementado o 

no con leucina. Se monitoreó el crecimiento radial a 30 °C midiendo el diámetro de 

la colonia cada 24 horas entre las 24 y 72 hs. las velocidades de crecimiento se 

expresaron como μm h−1.  

Para comparar la esporulación de las distintas cepas, se sembraron 100 

esporas en placas de medio mínimo de las cepas R7B, ΔR1 y ΔR1 + R1 o KFA 89 y 

ΔR2, y se incubaron a 30 °C por 5 días . Luego se cortaron trozos de micelio de 

1cm2, se embebieron en agua destilada y se agitó con vortex, se centrifugó y se 

realizó el recuento de esporas.  

 

XIX. Análisis microscópico .  

Para los análisis microscópicos las células se fijaron con glutaraldehído 8% y 

se usó un microscopio Nikon E-600. Las fotos se tomaron con una cámara Nikon 
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Cool Pix 5000. El volumen celular y el largo de hifa se calcularon analizando 500 

células de cada cepa y usando los programas Image J (Wayne Rasband, National 

Institutes of Health, USA. http://rsb.info.nih.gov/ij/) y Science Lab98, Image Gauge 

versión 3.12. Ambos parámetros se expresaron en unidades arbitrarias y cada valor 

representa la media +/- SEM de tres experimentos independientes. 

 

XX. Predicción de las secuencias de R, análisis por espectrometría de masas y 

análisis filogenético 

XX.1. Predicción de las sec uencias de R y análisis por espectrometría de 

masas 

La predicción de genes adicionales de R, se realizó por búsqueda por 

comparación de secuencias en el genoma de M. circinelloides en la versión de 

ensamblaje 4x del Instituto Joint Genome, utilizando como secuencia de partida la 

del gen pkaR1. 

Las secuencias de cDNA y proteínas se obtuvieron luego de la predicción de 

intrones y de la búsqueda de homología de secuencias. Los datos de 

espectrometría de masas de la digestión tríptica de las bandas del gel de SDS-

PAGE teñido con Coomassie Blue coloidal, se obtuvieron usando un espectrómetro 

de masas MALDI –TOF-TOF Ultraflex II (Bruker), del servicio del CEQUIBIEM, 

Depto. De Qca. Biológica, FCEyN, UBA. El análisis de los datos es parte de este 

trabajo de tesis y no del servicio CEQUIBIEM. Se hizo interpretación manual del 

espectro para la identificación de las proteínas que aún no estaban en la base de 

datos por comparación de los resultados obtenidos del MS y MS-MS experimental 

con la digestión tríptica in sílico de las nuevas PKARs predichas. 

 

XX.2. Análisis filogenético  

El árbol filogenético fue construido utilizando los resultados de alineamiento 

de ClustalW2 de las secuencias de proteínas de subunidad R de distintos hongos 

(Zygomycetes, Ascomycetes y Basidiomicetes). En la tabla 4 se muestran los 

números de acceso de las secuencias utilizadas. 
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gi|6322156|ref|NP_012231.1 Saccharomyces 
gi|150863720|ref|XP_001382284.2 Pichia pastori 
gi|68472545| ref |XP_719591.1 Candida albicans 
gi|110293154|gb|ABG66306.1| Colletotrichum 

gloeosporioides 
gi|156043067|ref|XP_001588090.1| Sclerotinia sclerotiorum 
gi| 45252346|ref|XP_001397686.1| Aspergillus niger 
gi|119187827|ref|XP_001244520.1| Coccidioides immitis 
gi|39972039|ref|XP_367410.1| Magnaporthe grisea 
gi|85103516 |ref|XP_961532.1| Neurospora crassa 
gi|400120|sp|P31320.1| Blastocladiella emersonii 
gi|238842|gb |AAB20314.1| Schizosaccharomyces 

pombe 
gi|71024735|ref|XP_762597.1| Ustilago maydis 
gi|11096028|gb|AAG30146.1| Cryptococcus 

neoformans 
jgi|Phybl1| 41174| Phycomyces 
gi|Phybl1|70276| geneshPB_pg.33__11| R2 Phycomyces 
jgi|Phybl1|74992|estExt_fgeneshPB_pm.C_180005 R3 Phycomyces 
jgi|Phybl1|69062|fgenesh PB_pg.25__230| R4 Phycomyces 
RO3G_05751.1 R1 Rhizopus 
RO3G_06050.1 R6 Rhizopus 
RO3G_15555.1 R4 Rhizopus 
RO3G_16579.1 R5 Rhizopus 
RO3G_00025.1 R3Rhizopus 
RO3G_14827.1 R2 Rhizopus 
AJ400723 pkaR1 M. circinelloides 
AJ431364.1 pkaC M. circinelloides 
 

 

 

XXI. Otros métodos utilizados 

XXI.1. Western blot 

 Se analizaron las muestras proteicas por SDS-PAGE (227) en geles de 

poliacrilamida 10%. Se transfirió a membranas de nitrocelulosa (Amersham) a 90 V 

durante 1 hora en buffer 25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% (v/v) metanol. Las 

membranas se bloquearon con leche descremada al  5%, 0.05% Tween 20 en buffer 

Tris salino. Los anticuerpos primarios utilizados fueron anti-R de M. rouxii (111)y 

anti-Ubiquitina (Santa Cruz) preparados en conejo utilizados 1/20000 y 1/100 

respectivamente; y anti-cMyc (COVANCE) monoclonal preparado en ratón utilizado 

1/200. Los anticuerpos secundarios anti-conejo o anti- ratón, IgG-conjugados con 

Tabla 4-  números de acceso de las secuencias utilizadas 
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peroxidasa (SIGMA), se utilizaron 1/5000 o 1/1000 respectivamente. Se revelaron 

con reactivo quimioluminicente (ECL, GE Healthcare).  

 

XXI.2. Tinción con Coomassie Blue coloidal 

Luego de realizar el PAGE-SDS, se procedió a la tinción del gel con azul de 

Coomassie coloidal. En primer lugar, se realizan tres incubaciones de 30 minutos 

con Solución I (Etanol 30%, ácido fosfórico 2%) en agitación moderada. 

Posteriormente, se realizan 3 lavados de 20 minutos con Solución II (ácido fosfórico 

2%), y luego se incuba por 30 minutos en Solución III (Etanol 18%, ácido fosfórico 

2%, Sulfato de amonio 15 %). Finalmente, se agregan a 25 ml de la solución III, 1 ml 

de Coomassie G250 2%. Se deja 24 horas en agitación moderada. Por último, se 

realizan una serie de lavados con agua milliQ, con el objeto de eliminar el 

background de colorante en el gel.  

 

XXI.3. Acumulación de glucógeno en levaduras 

Se realizaron spots sobre placas YPgal de las cepas de levaduras tpk1w, tpk1w 

bcy1∆, tpk1w /V, tpk1w /C, tpk1w bcy1∆/V y tpk1w bcy1∆/C y TPK1bcy1∆ y se crecieron 

48 horas a 30°C.  La acumulación de glucógeno se evaluó mediante el color marrón 

obtenido por las células luego de la tinción con yodo. Esta incubación se realiza por 

inversión de la placa conteniendo los spots de células en un recipiente saturado con 

vapores de yodo (1). 

 

XXI.4. Ultracentrifugación en gradientes de sacarosa 

Los gradientes de sacarosa se utilizaron con fines preparativos para purificar 

subunidad R de M .circinelloides y de S. cerevisiae y con fines analíticos para 

estimar el coeficiente de sedimentación de la subunidad C y de las subunidades R. 

En todos los casos el gradiente fue lineal de sacarosa 5-20% (p/v) en buffer A, con 

un volumen final de 4,2 ml. El volumen de la muestra que se cargó sobre el 

gradiente fue de 200-300 μl y la concentración de proteína total fue de entre 300 y 

700 μg. Con el fin de calibrar el gradiente para estimar los coeficientes de 

sedimentación, se incluyó la  proteína estándar (3,5S) peroxidasa (SIGMA). La 

centrifugación se realizó en una ultracentrífuga Beckmann SW50 a 35.000 r.p.m. por 
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15 horas a 4ºC en rotor SW55Ti. Cuando los gradientes fueron disociantes 

contenían NaCl 0,5 M y cAMP 1 mM. Se colectaron en todos los casos 25 

fracciones de 200 μl cada una desde el fondo del tubo. 

 

XXI.4.a. Ensayo de peroxidasa 

Se agregan al gradiente 10 μg de peroxidasa (SIGMA). El ensayo consiste en 

mezclar 500 μl de solución A (0,5% (v/v) H2O2 en10 mM Tris-HCl pH 7.0), 10 μl de 

solución B (punta de espátula de ortodianisidina en 1 ml de metanol) y 10 μl de cada 

fracción del gradiente. En pocos minutos se desarrolla un color naranja en aquellas 

fracciones en las cuales está presente la enzima. La fracción con mayor actividad 

peroxidasa corresponde a aquella donde se observe coloración más intensa. 

 

XXI.5. Inmunoprecipitación 

Se preparó un extracto proteico de la cepa R7B a partir de cultivo aeróbico de 8 

hs y se lo incubó con anticuerpo primario anti-R de M. rouxii 1 hora a 4ºC. Luego se 

incubó con la resina proteína A agarosa (Santa Cruz) 6 horas a 4ºC. Se realizaron 4 

lavados con buffer A 0.1M NaCl y 1mM cAMP y luego un lavado con buffer A. La 

muestra se analizó por SDS-PAGE y Western blot y se reveló con anticuerpo primario 

anti-Ubiquitina y anti-R de M. rouxii. 

 
XXI.6. Determinación de concentración de proteínas. 

 La concentración de proteínas fue determinada utilizando el método de 

Bradford con BSA como proteína estándar (228). 

 

XXII. Medios de cultivo 

Medio rico para levaduras (YPGlu/YPGal) 

Extracto de levaduras 1% (Oxoid/Merck) 

Peptona 2% (Oxoid/Merck) 

Glucosa / Galactosa 2% (Oxoid/Merck) 
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Medio mínimo ura- para levaduras 

Yeast nitrogen base (YNB) 0,67% (Difco) 

Drop out ura- 0,077 %  

Fuente de carbono 2% 

Llevar a pH 6,5 con KOH 

(Para placa 1,5% agar) 

 

Medio Luria-Bertani (LB) 

Peptona 1%  

Extracto de levadura 0,5%  

NaCl 0,5% (Merck) 

 

Medio rico para M. circinelloides (YPG) 

Extracto de levaduras 0,3%  

Peptona 1% 

Glucosa 3% 

Agar 1,5 % 

pH 4,5 

Suplementados con uridina 200 μg/ml cuando es necesario 

 

MMC 

Casaminoácidos 1% (Difco) 

YNB 0,05 % 

Glucosa 2% 

• Medio líquido para cultivos anaeróbicos o para transición anaerobiosis-aerobiosis 

No se lleva a pH 

• Medio sólido: 

Agar 1,5 % 

pH 3 para aislar colonias 

 pH 4,5 para obtener esporas 

 

Vitaminas 1 μg/ml ácido Nicotínico y Tiamina clorhídrico. 
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YNB para M. circinelloides: 

YNB 0, 2 % 

Sulfato de amonio 0,15% 

Glucosa 2% 

Agar 1,5 % 

pH 3 para aislar colonias 

 pH 4.5 para obtener esporas 

 

Vitaminas 1μg/ml ácido Nicotínico y Tiamina clorhídrico. 

NOTA: En los medios para M. circinelloides con pH ácido el agar se debe autoclavar 

aparte resuspendiendo el medio en la mitad del volumen final y el agar en la otra 

mitad. 

 

XXIII. Soluciones 

 Buffer A 

Tris-HCl pH 7.5 10 mM 

EDTA 5 mM (Merck) 

EGTA 2 mM (Merck) 

β−mercaptoetanol 2 mM (Merck) 

Mezcla de Inhibidores de proteasas (Roche) 

PMSF (para los extractos de M. circinelloides) 

 

Buffer Fosfato de sodio 0.1M pH 6.5 

• 100ml 0.1M Na2HPO4 

• 100 ml 0.1M NaH2PO4 

Se añaden aproximadamente 53 ml del Na2HPO4 a los 100 ml del NaH2PO4 

 

MOPS 1M pH 6.3 

Se ajusta  el pH con NaOH 

 

Buffer MS 

0.5M sorbitol 
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10mM MOPS (Merck) 

50mM CaCl2 (Merck) 

Buffer PS 

0.5M sorbitol  

Para 200ml: 20 ml Buffer Fosfato de sodio 0.1M pH 6.5 

 

PEG4000 en MS 

20g PEG4000 en 50ml de MS (Merck) 

 

Buffer TE 

10 mM Tris-HCl pH 8 

1 mM EDTA 

 

Buffer de Extracción de DNA/RNA 

200 mM Tris-HCl 

100 mM EDTA 

1% SDS 

 

Buffer TES 

20 mM Tris-HCl pH 7,5 

10 mM EDTA 

0,5 % SDS 
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XXIV. Primers utilizados 

 

pkaR1F 5'-CTTGTTTGATACCAATGATACCAGTAATG-3’ 
pkaR1R 5'- CTCCTGTCCATCTCCAAAATAAACT-3’ 
pkaR2F 5'-AGACAAGTAGTTGAACATCAGCCTG-3’ 
pkaR2R 5'-TTGCTGAGAGCCGTCAGGCAGCTTCTT-3’ 
pkaR3F 5'-CATCCCATGTGGGCGGCATTGGCCC-3’ 
pkaR3R 5'-CCTTGCTTCATTTCATTGACCAACTG-3’ 
pkaR4F 5'-GATGTGTACTGCAAAGATCAGCCTCA-3’ 
pkaR4R 5'-CTGCAAGATAACATGCTCTCCATCATTG-3’ 

S0F 5’-CTACGACAACGCTATACGAATTACG-3’ 
S0R 5’-GGCATGTGGATCGAAATATGC-3’ 
S1F 5’-CGATCCACACCCACGTATACTTCGG-3’ 
S1R 5’-ACTGAGGGTATTTGACACGACCTGC-3’ 
S2F 5’-CAGCACAAGCCATCTACCTGACAGC-3’ 
S2R 5’-TCAGGGCTCATGCTAGAGGGAAACG -3’ 
S3F 5’-CCCAACAACATCAAGCAACGTCGCC-3’ 
S3R 5’-GAGGTCGGCACTCATATCTTCGGGC-3’ 
S5F 5’-CAGCAGCAATCTTCGGAACAATCGC-3’ 
S5R 5’-TGGGATCAAAATAAGATGGCCAACG-3’ 
S8F 5’-AGTGGACATAATTCCAACAAGAGCC-3’ 
S8R 5’-GAAGATGGATATTTGGGCTGGGTGG-3’ 
Caf 5’-GTCGAGCTGATCTTTCCTCTTCACG-3’ 
Car 5’-ATCACATTGGCATTGGTAGACTCGG-3’ 

Tef-1 5’-TCACGTCGATTCCGGTAAGTC-3’ 
Tef-2 5’-TATCACCGTGCCAGCCAGA-3’ 

pkaRp1 5′-ACGAGATCTGTTTGTGGGAGGCAGCGAGG-3′ 
pkaRp2 5′-ATTTTAGATCTGGACAGGAGGTTGTGAAGC-3′ 

S1n 5′-TGTAGCTGCAGCACACTGTTCAGCTCTTGC-3′ 
S1c 5′-ATGTACTGCAGGCCTCGTGCTGCCTCC-3′ 

pkaCp1 5′-TGCTAAGATCTCCCAAGAAGCGATCTTCACC-3′ 
pkaCp2 5′-GTTTGAGATCTAAGCGTTGCCAATTCTTTGC-3 

B1 5’-CTAAGCTTTCAACTGAACCTTTGCCCTC-3’ 
B2 5’-TCGAATTCTTATGATTGCTGGTTAATGACAG-3 
B3 5’-TCCCAACGACCAAGGTGCTCTTTCAT-3’ 
B4 5’-GGGCAAAGGTTCAGTTGAAAATTT-3’ 
B5 5’-CTAAGCTTATGATCACTGACGAACATCC-3’ 
B6 5’-ACGGTAACCTTGTTTTGCCCAATAAAAC-3’ 
p1 5’-GCTTTATTCATTTCACTGGTCAACG-3’  
p2 5’-GTGGCTGATTGGACTCAAACAGG-3’  
Caf 5’-GTCGAGCTGATCTTTCCTCTTCACG-3’ 
Car 5’ATCACATTGGCATTGGTAGACTCGG-3’ 
S1F 5’-GTGCCAGCCAATGTCTAGTGGTAG-3’ 

LeuAR1 5'-AGTACAGTGCAACGAATGCAGGTC-3' 
S1t 5'-GACGTCTGTGTACTGCTCTTCGTC-3’ 

Sec2F 5'-AATCATGATGAGCGCTAGTTCTCCC-3’ 
S1S 5'-ATCTCGCCAATACGACCAGCACCCTC-3’ 

pkaR2R 5'- TTGCTGAGAGCCGTCAGGCAGCTTCTT -3’ 
MC5 5'-TCGAAATCAAAGGTCTGCTAGT-3’ 
pv 5'-GTAAAACGACGGCCAGTGC-3’ 

   

 

 

 

Tabla 5- Primers utilizados 
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I.1. Introducción y objetivos específicos 

La Proteína Quinasa dependiente de cAMP (PKA) de los hongos Mucor 

circinelloides y Mucor rouxii son holoenzimas tetraméricas que se asemejan a las 

holoenzimas de eucariotas superiores. Esto se predijo por la secuencia de 

aminoácidos y se demostró mediante estudios cinéticos (229, 230). La activación de 

la PKA de M. rouxii por cAMP usando kemptido como sustrato es parcial y para 

lograr su total activación se requiere el agregado de 0.5 M NaCl o policationes 

además de cAMP en el ensayo (231). Esta característica hace a la PKA de Mucor 

sp. un buen modelo para el estudio del mecanismo de activación de PKA aún no 

dilucidado completamente. 

La subunidad R de PKA presenta una estructura modular. En el extremo N-

terminal, presenta un dominio de dimerización y anclaje (D/D); hacia el extremo C-

terminal presenta dos dominios en tandem de unión a cAMP (CNB) y entre estas 

dos regiones se encuentra un dominio llamado zona linker o bisagra que incluye el 

sitio inhibitorio (IS). La región hacia el N-terminal del IS se conoce como linker I, 

mientras que la región hacia el C-terminal del IS se denomina linker II. Los dominios 

de unión a cAMP están altamente conservados entre las especies (55), mientras 

que la región linker presenta mucha variación (59).  

Del análisis de las secuencias de 40 hongos pertenecientes a los filums 

Ascomycete, Basidiomycete, Blastocladiellamycete y Glomerulomycete, se 

encontraron regiones de baja complejidad correspondientes a la zona bisagra, 

siendo más abundantes en la zona del linker I (102). Las regiones de baja 

complejidad son secuencias con una composición sesgada de aminoácidos, en 

general regiones no globulares y en algunos casos pueden participar en 

interacciones proteína-proteína (61). En la región linker I de la subunidad R de M. 

circinelloides, M. rouxii y Blastocladiella emersoni se observa además la presencia 

de residuos ácidos presentes en mayor número que en otras especies, y 

particularmente en M. circinelloides se encuentran más agrupados. La RIIα de Bos 

taurus también presenta un número elevado de residuos ácidos pero no se 

encuentran tan agrupados como en el caso de M. circinelloides. Si bien estaba 

demostrada la mayor afinidad entre R y C para la holoenzima de M. rouxii se cuenta 

solo con una secuencia parcial de su subunidad R (114), mientras que la secuencia 

de R de M. circinelloides se conoce completa. Estos antecedentes y características 
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de la secuencia, condujo a la elección de la PKA de M. circinelloides como modelo 

de estudio de interacción R-C.  

El objetivo de este capítulo de la tesis fue evaluar la participación de la región 

amino terminal de R (de la isoforma descripta en el momento de realizar el trabajo 

correspondiente a este capítulo de la tesis) en la interacción R-C y si los residuos 

ácidos presentes en el linker I tienen alguna implicancia en determinar la mayor 

fuerza de interacción observada entre las subunidades de la holoenzima de M. 

circinelloides. Para contestar esta pregunta, se construyeron dos mutantes de 

subunidad R. La mutante R1, que carece del extremo N-terminal completo desde la 

primera metionina hasta el IS, y R2, que carece solamente del grupo de residuos 

ácidos. Las mismas fueron utilizadas para evaluar su interacción con la subunidad C 

a través de ensayos de inhibición de la actividad fosfotransferasa y de ensayos de 

activación por cAMP de holoenzima reconstituida.  
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I.2. Resultados 

I.2.1. La holoenzima PKA de M. circinelloides presenta alta afinidad de 

interacción R-C 

En primer lugar para analizar si la PKA de M. circinelloides (PKAMc) presenta 

una alta afinidad de interacción de sus subunidades al igual que la de M. rouxii, se 

evaluó su actividad fosfotransferasa en presencia de cAMP. Resultados previos del 

laboratorio demostraron que la activación de la PKA de M. rouxii por cAMP usando 

kemptido como sustrato es parcial y que para lograr su total activación se requiere el 

agregado de 0.5 M NaCl o policationes en el ensayo junto con cAMP (231). Para 

estudiar el comportamiento de PKAMc, se midió la actividad quinasa ensayando 

cantidades crecientes de esta holoenzima en presencia de 10 μM cAMP con el 

agregado o no de 0.5 M NaCl.  

Se observó que la actividad quinasa cuando se agregó NaCl, además de 

cAMP, a la mezcla de incubación fue mayor y se mantuvo la linealidad con la 

cantidad de proteína ensayada (Figura 18). En ausencia de NaCl, se observó falta 

de proporcionalidad de la actividad quinasa respecto a la cantidad de proteína 

ensayada. La falta de proporcionalidad en ausencia de NaCl, evidencia una 

activación incompleta de la holoenzima en esas condiciones.  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 18- Ensayo de actividad quinasa en presencia o ausencia de fuerza iónica. Se 
ensayó actividad quinasa utilizando distintas cantidades de una preparación semipurificada de 
holoenzima PKAMc en presencia de 10 μM cAMP +/- 0,5 M NaCl. La actividad quinasa se 
expresa en unidades (U) según se define en materiales y métodos. 
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Para corroborar la mayor interacción entre R y C de la PKAMc se analizó el 

comportamiento de la holoenzima en cromatografías de afinidad de cAMP-agarosa 

en comparación con la holoenzima de S. cerevisiae.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

B 

Figura 19- Purificación por cAMP agarosa de la subunidad C de S. cerevisiae (A) y de M. 
circinelloides (B). Se sembraron holoenzimas en resina de afinidad de cAMP-agarosa, se 
lavaron con buffer A y posteriormente con buffer A con 0.5 M NaCl. Se ensayó actividad PKA 
+/- cAMP y actividad de unión a [3H]cAMP en cada fracción. La actividad quinasa se expresa 
en unidades (U) según se define en materiales y métodos. Unión a cAMP expresa los fmoles 
de [3H]cAMP unidos por fracción. 
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Mientras que la mayoría de las PKA se disocian en sus subunidades luego de 

la unión a través de la subunidad R a la cAMP-agarosa, como ocurre con la de 

eucariotas superiores (232) o de levaduras, está descripto que la PKA de M. rouxii 

necesita de la adición de NaCl para que se promueva la disociación R-C indicando 

una mayor fuerza de interacción entre las subunidades (115). En la Figura 19 se 

observa que mientras que para la PKA de levadura se detectó actividad catalítica en 

el percolado de la resina (Figura 19A), para la PKAMc no (Figura 19B). Esto indica 

que en este último caso no ocurrió disociación en presencia de cAMP. Sólo con el 

agregado de 0.5 M NaCl al buffer de elución, se logró la disociación de la subunidad 

C detectándose actividad quinasa en esas fracciones. En ninguno de los dos casos 

se detectó actividad de unión a cAMP en las fracciones ensayadas. 

En conjunto, estas observaciones indican que PKAMc presenta una alta 

afinidad de interacción R-C en la cual parecen estar involucradas interacciones de 

tipo iónicas. 

 

I.2.2. Extremo amino-terminal de la subunidad R 

Por comparación de secuencias de las subunidades RI y RII de eucariotas 

superiores y de diferentes hongos se observó que la región bisagra por fuera de la 

secuencia inhibitoria (IS), que comprende el linker I y el linker II, es muy poco 

conservada (Figura 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20- Alineamiento de secuencia de aminoácidos de la región amino terminal. El 
sitio consenso de inhibición se indica como IS. El grupo de residuos ácidos se encuentra 
sombreado. Se indican con una línea inferior las regiones linker I y linker II. 110-125 
corresponde a los residuos ausentes en R2. 
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En la región linker I se observa la presencia de residuos ácidos que están 

presentes en diferente distribución y número en las distintas especies. En particular, 

en las especies del género Mucor y en B. emersonii estos residuos están 

agrupados. Esta observación junto con la necesidad del agregado de NaCl para 

lograr la activación completa de la holoenzima de Mucor por cAMP, nos condujo a 

plantear la hipótesis de que este grupo de residuos ácidos podría participar en la 

interacción R-C. 

Para poder evaluar si la secuencia N-terminal y particularmente el grupo de 

residuos ácidos tienen importancia en determinar la fuerte interacción R-C en la 

PKAMc, se generaron subunidades R mutantes, R1 y R2 (Figura 21). La mutante R1 

carece del extremo N-terminal desde el primer residuo metionina hasta veinte 

residuos antes del sitio de autofosforilación (1-127), y R2 carece sólo de 16 

aminoácidos que corresponden al grupo de residuos ácidos 110-125 (Figuras 20 y 

21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.2.3. Expresión y propiedades de la s subunidades Rwt R1 y R2 de M. 

circinelloides en levadura  

Las subunidades Rwt, R1 y R2 se expresaron y purificaron en la cepa S13-3A 

(TPK1bcy1∆) de S. cerevisiae transformada con los plásmidos pYES-R, pYES-R1 y 

Figura 21- Representación esquemática de R (Rwt), R1 y R2 de M. circinelloides. Se 
muestran las regiones de R ausentes en las mutantes R1 y R2. A / B indican dominios A y B de 
unión a cAMP respectivamente. 
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pYES-R2 respectivamente. Se verificó su expresión analizando extractos crudos por 

Western blot revelado con anti-R de M. rouxii, preparado en nuestro laboratorio 

(111). No se observaron diferencias significativas en los niveles de expresión ni en 

la afinidad de unión a cAMP de las tres proteínas indicando que las mutaciones 

generadas en el extremo N-terminal de la subunidad R no tuvieron efecto en la 

estabilidad, ni en la afinidad de R por cAMP (Figura 22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.2.4. Ensayos de estabilidad de C  

 Para evaluar si las subunidades catalíticas de M. circinelloides (CM) o de 

corazón bovino (CB) son estables luego de la incubación a 30ºC durante 30 minutos, 

condición que se usará en los ensayos siguientes, se incubaron durante distintos 

tiempos (10-60 min) a 30ºC y se les determinó actividad quinasa utilizando kemptido 

como sustrato. 

 Se pudo corroborar que tanto CM como CB, son estables hasta la hora de 

incubación inclusive (Figura 23). 

 

Figura 22- Expresión y propiedades de Rwt R1 y R2. Cantidades iguales de Rwt R1 y R2 
purificadas se ensayaron para determinar actividad de unión a cAMP en presencia de 
cantidades crecientes de [3H]cAMP. En el panel insertado se muestra un Western blot revelado 
con anti-R (M. rouxii), calles 1, 2 y 3 corresponden a R1, R2 y Rwt respectivamente. Unión a 
[3H]cAMP expresa los fmoles de [3H]cAMP unido por alícuota ensayada. 

1       2      3 
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I.2.5. Inhibición de la actividad quinasa de la subunidad C por las subunidades 

R 

 El primer abordaje para analizar la interacción R-C fue medir la habilidad de 

las subunidades Rwt, R1 y R2 de inhibir la actividad de la subunidad C purificada de 

M. circinelloides (CM). 

 En la Figura 24A se muestra que la actividad de PKA fue inhibida por 

concentraciones del orden nM de las tres subunidades. No obstante la habilidad de 

las subunidades R1 y R2 para asociarse con CM fue varias veces menor que la de 

Rwt. En el ensayo mostrado en la Figura 24A la IC50 para Rwt fue de 0.075 nM 

mientras que se necesitaron concentraciones de  0,3 - 0,4 nM de las proteínas R1 y 

R2 para inhibir el 50% de la actividad fosfotransferasa (Tabla 6).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23- Ensayo de estabilidad de C. Se incubaron las subunidades (A) CM o (B) CB a 30ºC 
durante distintos tiempos (10-60 min) y se ensayo actividad quinasa cada 10 minutos. La 
actividad se define como pmol 32P incorporado en el sustrato a 30ºC.

A B

Figura 24- Ensayos de inhibición de actividad quinasa.  Subunidades CM (0,7 U) (A) o CB 

(0.02 pmol) purificadas se preincubaron (B) 30 minutos a 30°C con varias concentraciones de 
las subunidades Rwt, R1 y R2 (0.02-1.5 nM) previo al ensayo de actividad quinasa. Cada valor 
representa la media +/- SD para tres experimentos independientes.  

A B 
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Tabla 6- IC 50 para Rwt, R1 y R2 con C M o CB 

    

 

 

 

 

 

La ausencia de sólo los residuos ácidos en R2, produjo el mismo efecto en la 

interacción con la subunidad C que la falta de todo el extremo N-terminal de la 

subunidad R, indicando que los aminoácidos ácidos cumplen un rol en la interacción 

R-C en PKAMc.  

Para evaluar si en establecer la fuerza de interacción R-C, intervienen 

componentes de C además de residuos presentes en la subunidad R, se analizó la 

interacción de Rwt, R1 y R2 con una subunidad heteróloga. Se utilizó la C de 

corazón bovino (CB). Los resultados presentados en la Figura 24B y en la Tabla 6, 

muestran que las diferencias en la inhibición de actividad de la subunidad C bovina 

por R1 y R2 cuando se compara con Rwt no son tan marcadas como el efecto 

observado con la subunidad C de Mucor, donde se analizó interacción homóloga. 

Sin embargo, se puede observar que la mutante R1 es la más afectada en la 

interacción con CB y que R2 no se comporta en forma similar a R1, como ocurre en 

la interacción homóloga. Estos resultados indican la existencia de componentes 

específicos de la subunidad C de Mucor que determinan el efecto que poseen los 

residuos ácidos en la fuerza de interacción R-CM.  

No se pueden sacar conclusiones de las afinidades relativas Rwt-CM y Rwt-

CB, dado que, la IC50 depende de la concentración de C utilizada en el ensayo. Si 

bien se puede estimar la cantidad de CB purificada recombinante, no se puede 

estimar la concentración de CM semipurificada. Tampoco es válida la comparación 

de las unidades enzimáticas de ambos ensayos ya que no se demostró si las 

diferentes subunidades C tienen la misma eficiencia catalítica (kcat para el 

kemptido). 

 

I.2.6. Disociación de holoenzima reconstituida por cAMP 

 Se usó un segundo abordaje para evaluar la interacción de las subunidades 

R y C que consistió en la reconstitución y posterior activación por cAMP de 

 IC50 CM (nM) IC50 CB (nM) 
Rwt 0,075 +/- 0,01 0,221 +/- 0,05 
R1 0,413 +/- 0,05 0,960 +/- 0,10 
R2 0,303 +/- 0,06 0,415 +/- 0,07 
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holoenzimas wt o mutantes. Se esperaba que cuanto menor fuera la afinidad entre 

R y C, menor sería la concentración de cAMP necesaria para promover la 

activación. En estos ensayos también se incluyó la reconstitución de holoenzima 

heteróloga usando CB, no para comparar los parámetros absolutos con los obtenidos 

con la holoenzima homóloga, sino para corroborar que los efectos observados no 

sólo se deban a las mutaciones en la subunidad R, sino también a componentes de 

la subunidad C.  

Se reconstituyeron las holoenzimas con Rwt, R1 o R2 y CM o CB incubando 

subunidad C con cantidades iguales de cada subunidad R de manera de obtener 

60-90% de inhibición. Se determinó la actividad quinasa de las holoenzimas 

reconstituidas en presencia de concentraciones variables de cAMP. La figura 25, 

muestra la activación de las holoenzimas homólogas y heterólogas reconstituidas 

con Rwt, R1 y R2 con CM o CB respectivamente partiendo de dos porcentajes de 

inhibición iniciales diferentes. Para el caso de la holoenzima homóloga, partiendo 

del 50% de inhibición inicial, se observó que la activación máxima de las 

holoenzimas R1-CM o R2-CM se logró con una concentración de 0.1 μM cAMP, 

mientras que para lograr la máxima activación para la holoenzima Rwt-CM se 

necesitó 10 μM cAMP. La A0.5 para la holoenzima Rwt-CM fue un orden mayor que 

para las holoenzimas R1-CM o R2-CM independientemente del grado de inhibición 

del que se partía (Figura 25A y B y Tabla 7).  

Estos resultados concuerdan con los mostrados en la figura 24A dado que la 

ausencia del grupo de residuos ácidos o del extremo amino terminal completo de la 

subunidad R dan como resultado una disminución similar en afinidad de R-C. 

 

 

  

. 

 

 

 

 

 

Las figuras 25 C y D muestran la activación por cAMP de las holoenzimas 

reconstituidas con Rwt, R1 y R2 con CB partiendo también de dos grados de 

Tabla 7- A 0,5 para Rwt , R1 y R2 con C M o CB. 

 A0,5 CM (μM) (A) A0,5 CB (μM) (C) 
Rwt 0,0480 +/- 0,01 nd 
R1 0,0064+/- 0,002 0,029 +/- 0,01 
R2 0,0063+/- 0,002 nd 

 A0,5 CM (μM) (B) A0,5 CB (μM) (D) 
Rwt 0,060 +/- 0,02 nd
R1 0,012 +/- 0,005 0,1+/- 0,03 
R2 0,011 +/- 0,005 nd 
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inhibición iniciales diferentes. Se puede observar que en ambos casos el 

comportamiento de la holoenzima R1-CB, fue completamente diferente al de las 

holoenzimas R2-CB y Rwt-CB. Cuando la subunidad R carece del dominio amino 

terminal completo presenta una marcada disminución de la interacción con la 

subunidad CB en comparación con lo observado para las holoenzimas Rwt-CB y R2-

CB. A la concentación de cAMP a la cual las holoenzimas Rwt-CB y R2-CB 

comienzan a activarse, la holoenzima R1-CB se encuentra 100% activa. En este 

abordaje se resalta mas el comportamiento diferencial de R1 en su interacción con 

CB  que en el ensayo de inhibición mostrado en la figura 24B. 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Estos resultados confirman que el grupo de residuos ácidos presentes en la 

región linker I de la subunidad R de M. circinelloides es decisivo en la interación R-C 

de la PKAMc. A partir de estos resultados podemos sugerir que determinantes 

Figura 25- Ensayos de disociación de holoenzima reconstituida. CM o CB se preincubaron 
con subunidad Rwt, R1 o R2 para reconstituir la holoenzima de PKA y se realizó por medición 
de actividad quinasa a diferentes concentraciones de cAMP (0.001-10 μM). Las holoenzimas 
reconstituidas se prepararon con 0.7 U de CM y 0.05 (A) ó 0,1 (B) pmol de Rwt, R1 o R2. Las 
holoenzimas heterólogas se prepararon 0,05 pmol de Rwt, R1 o R2 con 0,03 (C) y 0,01(D) 
pmol CB.  

A 

C

B

D
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presentes en la superficie de la subunidad C también son importantes para 

establecer la fuerza de interacción entre las subunidades dado que el 

comportaminto de la mutante R2 fue diferente con CB que con CM. 

 

I.2.7. Importancia de la naturaleza química del linker I 

Los resultados presentados anteriormente podrían ser el resultado de un 

cambio en la conformación de R2 al carecer de una región de 16 amininoácidos de 

la proteína y no por la ausencia en si de una zona de residuos con características 

ácidas. 

Como aproximación a contestar esta pregunta se realizó un ensayo de 

disociación de holoenzima reconstituida empleando la subunidad R de S. cerevisiae 

(RS). Esta subunidad R tiene la particularidad de presentar una alta homología con 

la subunidad R de Mucor pero tiene un número mucho menor de residuos ácidos en 

el linker I (Figura 20). Del análisis de la comparación de secuencias del dominio D/D 

de distintos hongos se observó que estas poseen cierto grado de conservación. 

Presentan un 42% de identidad entre secuencias fúngicas y un 20% con respecto a 

las subunidades R de mamíferos y además están presentes los residuos esenciales 

para la dimerización (102). Para este ensayo reconstituimos holoenzimas con RS, 

Rwt, R1 o R2 de M. circinelloides y CB. En la figura 26 se puede observar que la 

ausencia del grupo de residuos ácidos en la R de S. cerevisiae determina un 

comportamiento para la holoenzima RS-CB similar al de R2-CB. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 26- Naturaleza química del linker I. CB se preincubó con subunidad Rwt, R1, R2 o RS 
para reconstituir la holoenzima de PKA. Se midió actividad PKA a diferentes concentraciones 
de cAMP (0.001-10 μM). Las holoenzimas reconstituidas se prepararon con 0.01 pmol CB y 0.1 
pmol de Rwt, R1, R2 o RS. 
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Este análisis sugiere que la presencia de un alto número de residuos ácidos 

es importante para determinar el grado de interacción R-C. 

 

I.2.8. Influencia de la subunidad C en la fuerza de interacción con R 

Los resultados de los ensayos previos permitieron observar un 

comportamiento diferencial de R2 con C homóloga o heteróloga y se planteó que la 

fuerza de interacción R-C no sólo estaba determinada por características de R, sino 

que serían importantes también componentes de la subunidad C. Con el objetivo de 

corroborar esta hipótesis, se reconstituyó una holoenzima heteróloga con Rwt de M. 

circinelloides y la subunidad C de S. cerevisiae (Rwt-CS) para evaluar la afinidad de 

interacción R-C heteróloga.  

En la figura 27 se puede observar que la holoenzima Rwt-CS se disocia en 

mayor grado a concentraciones menores de cAMP que la holoenzima Rwt-CM. La 

A0.5 para Rwt-CS es 0.002 mientras que para Rwt-CM es 0.04 Estos resultados 

indican que para determinar la mayor interacción R-C en la PKA de M. circinelloides 

también participan elementos presentes en la subunidad C que podrían estar 

determinados por sus residuos de aminoácidos y su estructura. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27- Participación de C en la fuerza de interacción con R  Se pre incubó CM o CS con 
Rwt, para reconstituir la holoenzima de PKA. Se midió actividad PKA a diferentes 
concentraciones de cAMP (0.001-10 μM). Las holoenzimas reconstituidas se prepararon con 
0.7U de CM o CS y 0.2 pmol de Rwt. 
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I.3. Discusión 

 Como mencionamos en la introducción en eucariotas superiores se demostró 

un modo multivalente de interacción entre las subunidades R y C de la PKA (71), ya 

que además de la interacción a través del sitio activo de la subunidad C con el sitio 

de pseudosustrato (IS) de la subunidad R (72) se describen puntos adicionales de 

interacción. Hasta el momento los puntos de interacción R-C descriptos Incluyen: 

una superficie extendida en C que interacciona con IS, el linker II y la región 

helicoidal de los dominios A y B de unión a cAMP (70, 74) y distintos puntos en una 

región próxima al sitio activo en la subunidad C que interaccionan con la región 

inmediata amino terminal del IS (P-11,P-4) (75).  

 En un trabajo muy reciente y posterior a la publicación de nuestro trabajo, se 

demostró para la PKA de mamíferos que la región N-terminal al sitio inhibitorio se 

une en forma diferente a C en los casos de RI y RII, y se demostró también que 6 

residuos hacia el N-terminal del IS, correspondientes al linker I, aumentan la afinidad 

de interacción R-C. En la estructura de la holoenzima correspondiente a una 

mutante RIIβ (102-265), se demostró que esa pequeña zona del linker I, hace 

interacción con una hoja β extendida sobre el lóbulo mayor (42). En este trabajo sin 

embargo, no se avanza hasta la zona que correspondería a la zona de residuos 

ácidos de M. circinelloides, pero le dan importancia al linker I en la interacción R-C, 

al igual que en este capítulo.  

 En trabajos de nuestro laboratorio se ha demostrado por análisis de 

secuencias de las subunidades R de hongos (40 hongos diferentes) que la zona 

bisagra correspondiente al linker I, IS y linker II, posee regiones de baja 

complejidad, que pueden participar en la interacción proteína-proteína (102). En 

este caso participarían en la interacción con la subunidad C. 

 Por abordajes in vitro con péptidos que incluyen la región del linker I de 

subunidades R de M. rouxii y S. cerevisiae, se demostró que los residuos de las 

posiciones P-2 a P-42 participan en la interacción R-C (233). 

 En este capítulo de la tesis se enfocó el estudio en una secuencia no 

conservada del linker I, y se propuso que este dominio podría explicar las 

diferencias en la afinidad de interacción R-C observadas entre especies. Se analizó 

la influencia del grupo de residuos ácidos presentes dentro de esta región de las 

subunidades R de algunos hongos como M. circinelloides. Por trabajos previos (111, 
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115, 230) y por este trabajo se sabe que la interacción R-C en la PKA de Mucor es 

mayor que en otros modelos. En este capítulo se demostró que la remoción del 

grupo de residuos ácidos de la subunidad R produce una disminución en la afinidad 

hacia la subunidad C, y que esa disminución es igual a la disminución producida por 

la falta del extremo amino terminal completo. Este resultado explica la necesidad del 

agregado de fuerza iónica o policationes para promover la disociación completa de 

la holoenzima en ensayos in vitro.  

 Los residuos ácidos tienen un impacto menor en la interacción de la subunidad 

R de Mucor  con una subunidad C heteróloga como CB. Se infiere a partir de estos 

resultados la necesidad de una superficie complementaria en la subunidad C capaz 

de interactuar con residuos ácidos. La falta del extremo amino terminal completo en 

la R fúngica logra disminuir la interacción con la C heteróloga, destacando la 

importancia general del linker I en la interacción R-C en las PKAs. 

En resumen, se demostró la importancia de la región linker I en la interacción 

R-C y en particular se destaca que el tipo de residuos que conforman la región 

tienen importancia en determinar las diferencias de interacción R-C observadas 

entre especie. 
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 II.1. Introducción y objetivos específicos 

Los hongos filamentosos se caracterizan por su habilidad para formar hifas 

altamente polarizadas, lo cual constituye un prerrequisito para la eficiente 

colonización de sus nichos biológicos y la utilización de sustratos. Durante el 

crecimiento vegetativo, el establecimiento de la polaridad es un paso importante 

para la emisión primaria del tubo germinativo a partir de la espora y para emitir 

ramificaciones a partir de las hifas preexistentes. Una vez que se estableció la 

polaridad se debe mantener durante la extensión de la hifa. Componentes 

estructurales del citoesqueleto, principalmente actina, juegan un rol primordial en 

establecer y mantener el crecimiento polar (125). Uno de los reguladores claves de 

la polaridad en hongos, así como de otros procesos como el desarrollo, crecimiento 

y virulencia es la vía de señalización por PKA (92, 93). En algunos hongos se 

observan fenotipos muy severos frente a la anulación de los genes de la vía de PKA 

(137, 234) mientras que en otros los efectos son más sutiles (142). M. circinelloides 

es un hongo dimórfico que pueden desarrollarse como levaduras multipolares y 

como micelio filamentoso en respuesta a numerosas condiciones ambientales que 

incluyen la disponibilidad de nutrientes y la atmosfera gaseosa (119). 

El objetivo de esta parte de la tesis fue evaluar en forma directa la 

participación de la PKA en la morfología y desarrollo de M. circinelloides. Para esto 

se construyó una cepa mutante que carece del gen pkaR, que codifica para la 

subunidad R descripta hasta ese momento, denominada en este trabajo PKAR1. 

El análisis de las características fenotípicas y bioquímicas de la cepa mutante 

dieron indicios de que deberían existir otras isoformas de R. 

Durante el desarrollo del trabajo presentado en este capítulo de la tesis, se 

tuvo acceso a la base de datos del genoma de M. circinelloides. Si bien en ese 

momento la secuencia del genoma no estaba completa ni era de acceso público, 

nos permitió corroborar la existencia de más de un gen codificante para la 

subunidad R de PKA.  

El objetivo final de este capítulo fue entonces la identificación y el análisis 

funcional de las isoformas de R. Se identificaron cuatro isoformas de subunidad R: 

PKAR1, PKAR2, PKAR3 Y PKAR4. Se analizó la expresión de cada uno de los 

genes pkaR en distintos estadíos del desarrollo y se estudió la participación en la 

morfología y desarrollo de las isoformas PKAR1 y PKAR2, mediante la construcción 
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de cepas knockout para los genes que las codifican. Finalmente, se realizó un 

análisis de posibles modificaciones post-traduccionales de las isoformas de PKAR. 
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II.2. Resultados 

II.2.1. Construcción de la cepa knockout para el gen pkaR1 

Antecedentes de nuestro laboratorio indicaban la participación de la vía de 

cAMP-PKA en la morfología de M. rouxii (134, 135) y M. circinelloides (112, 127).  

Para evaluar en forma directa el rol de la PKA en el desarrollo y la 

diferenciación, se decidió construir una cepa knockout para el gen codificante para 

la subunidad R, conocido y descripto hasta ese momento. Si bien la nomenclatura 

fue establecida posteriormente a la construcción de esta primera cepa mutante, para 

simplificar la lectura se denominará al gen anulado en esta cepa pkaR1. Esta parte 

del trabajo, obtención de la cepa mutante ∆R1, fue realizada en colaboración con el 

Dr. Victoriano Garré de la Universidad de Murcia, España.  

La construcción de la cepa se realizó mediante reemplazo génico, usando un 

vector knockout que contiene al gen pyrG como marcador de selección rodeado por 

secuencias del gen pkaR1 del largo suficiente para permitir la recombinación 

homóloga. El gen pyrG codifica para la enzima orotidina 5’-fosfato-decarboxilasa, 

que participa de la vía de síntesis de las pirimidinas. Se transformó la cepa Mu402 

de M. circinelloides (wilde type para PKA, pero auxotrófa para uracilo y leucina) con 

un fragmento de restricción del vector knockout según se describe en materiales y 

métodos. Se obtuvieron varias transformantes iniciales que se crecieron durante 

varios ciclos vegetativos hasta obtener finalmente una transformante homocarionte 

que denominamos ΔR1. 

La disrupción del gen pkaR1 se confirmó mediante análisis por Southern blot 

y PCR (Figura 28A y B). El Southern blot del DNA de la transformante y de la cepa 

parental se reveló con una sonda de pkaR1 que hibrida tanto con el alelo wt como 

con el interrumpido (Figura 28A, panel izquierdo). El DNA de la cepa transformante 

mostró la presencia de un fragmento con el incremento de tamaño esperado de 2,6 

kb comparado con el fragmento de la cepa wt. Esto indica el reemplazo de 0,6 kb de 

DNA del alelo wt por el fragmento de 3,2 kb correspondiente al marcador pyrG 

(Figura 28D). Para confirmar la interrupción del gen, se utilizó una sonda interna de 

pkaR1 que hibrida sólo con el gen wt (Figura 28A, panel derecho). La ausencia de 

banda revelada en la cepa transformante, confirma que la misma es homocarionte 

para la anulación del gen pkaR1. 
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Este resultado también se corroboró mediante PCR utilizando un primer (p1) 

que hibrida con una región de pkaR1 por fuera de la secuencia reemplazada y otro 

primer (p2) que hibrida dentro del marcador de selección pyrG (Figura 28B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Finalmente, se analizó la expresión del gen pkaR1 mediante Northern blot en 

las cepas wt y ∆R1. Para preparar el RNA, ambas cepas fueron crecidas en 

condiciones anaeróbicas (crecimiento levaduriforme) durante 16 hs y luego crecidos 

Figura 28- Anulación del gen pkaR1. (A) Se digirió con EcoR I DNA genómico de la cepa wt 
Mu402 y de la cepa knockout para pkaR1 (ΔR1) y se los hibridó con la sonda pkaR1 (panel 
izquierdo) y con una sonda interna (panel derecho). Las posiciones y los tamaños de los 
fragmentos de DNA están indicados en la parte central de ambos Southern blot. (B) La PCR se 
llevó a cabo con los primers p1 y p2 que hibridan dentro de pkaR1 y pyrG respectivamente. (C) 
Northern blot realizado con la sonda pkaR1, en el panel de abajo se muestra el RNA total 
cargado en cada calle teñido con BrEt. (D) Estructura genómica del locus wt de pkaR1 y luego 
de la recombinación homóloga con el reemplazo de fragmento. Están indicados los primers y 
las sondas usadas (E: EcoR I, B: Bgl II en la cepa wt y Bgl II/BamH I en la cepa mutante). 
 

0.6Kb 

A B 

D C 
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en condiciones aeróbicas durante 4 hs. Estas condiciones de cultivo a las que se 

hará referencia como: transición anaerobiosis-aerobiosis, fueron elegidas ya que 

resultados previos sugerían una mayor expresión de pkaR1 en estas condiciones 

(112).  

Sólo se observó la banda correspondiente al gen pkaR1 en la cepa wt 

confirmando que la cepa mutante carece de un gen pkaR1 funcional (Figura 28C).  

 
II.2.2. Caracterización bioquímica de la cepa ∆R1 

 Como en el momento en que se construyó la cepa ∆R1 estaba descripta una 

única subunidad R de PKA en M. circinelloides, se esperaba que anular el gen que 

codifica para la subunidad R, resultara en la pérdida total de la capacidad de unión a 

cAMP, y que consecuentemente, la actividad de PKA, perdiera su regulación por 

cAMP. Para verificar estas predicciones se midieron estas actividades tanto en la 

cepa wt como en la mutante ∆R1. 

 
II.2.2.a. Ensayo de unión a cAMP  

Como se había descripto que la expresión de pkaR1 era mayor en la 

transición anaerobiosis-aerobiosis (112), se midieron en primera instancia los 

niveles de unión a [3H]cAMP en esa situación. En estos ensayos y en los 

subsiguientes se utilizó como cepa wt para PKA la cepa R7B, ya que presenta el 

mismo fondo genético que la mutante ΔR1 (leu-), por lo tanto cualquier cambio 

observado en la mutante fue considerado debido a la ausencia de pkaR1 y no a la 

presencia del marcador pyrG.  

El ensayo de unión a cAMP se realizó en extractos crudos de las cepas R7B 

y de la mutante ∆R1 crecidas en medio mínimo MMC hasta emisión del tubo 

germinativo, 4 hs luego de la transición anaerobiosis-aerobiosis. En presencia de 

una cantidad saturante de cAMP, la cepa mutante ΔR1 mostró una disminución de 3 

veces en la actividad de unión a cAMP en comparación con la cepa wt. Si bien se 

detectó esta disminución, la actividad, seguía siendo significativa y no nula como se 

esperaba. También se realizaron mediciones de actividad de unión a cAMP en 

extractos crudos de las cepas wt y ΔR1 provenientes de la transición anaerobiosis-

aerobiosis crecidas en medio rico YPG pH 4,5 y en este mismo medio en 

condiciones aeróbicas obteniéndose resultados similares (Figura 29A). 

 



Capítulo II 

 
 

102

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para corroborar que la disminución de la actividad de unión a cAMP se debía 

a la ausencia del gen pkaR1, se transformó a la cepa ΔR1 con un plásmido 

autorreplicativo (pEUKA4R), que contiene el marcador de selección leuA y el alelo 

wt de pkaR1 bajo el promotor gpd1, inducible por glucosa. El gen leuA codifica para 

la enzima α− isopropilmalato isómerasa que participa en la vía de síntesis de 

leucina. La cepa ΔR1 transformada con el plásmido pEUKA4R denominada 

ΔR1+R1, presentó una actividad de unión a cAMP 5 veces mayor que la cepa ΔR1 y 

1,5 veces mayor que la cepa wt debido a la sobrexpresión del gen pkaR1 (Figura 

29A). El gen pkaR1 se sobrexpresó utilizando un promotor heterólogo debido a que 

no se observó expresión cuando se utilizó el plásmido JO9 que contenía el alelo wt 

mas una secuencia que incluía 0,5 kb adicionales río arriba del gen descripta como 

la región promotora del gen (112)(Figura 29B). Seguramente, esta construcción no 

debió contener el promotor completo y funcional del gen pkaR1. Finalmente, 

también se transformó a la cepa ∆R1 con el vector pLeu4 que lleva el marcador 

leuA, para tener la seguridad que los cambios observados al complementar la 

mutación se deban al aporte del gen pkaR1 y no sea un efecto de la presencia del 

marcador de selección leuA (Figura 29B). En este caso, el ensayo se realizó en 

Figura 29- Ensayo de unión a cAMP. Se midió actividad de unión a [3H]cAMP en extractos 
crudos provenientes de las cepas (A) wt, ΔR1 y (ΔR1+R1) y (B) wt, ΔR1, (ΔR1+ JO9) y (ΔR1+ 
pLeu4) crecidas en condiciones de transición aerobiosis-anaerobiosis en A y de aerobiosis en 
B. Los datos mostrados corresponden a un experimento representativo de cinco ensayos 
realizados con preparaciones independientes. Los datos están presentados como la media +/-
SD de cuatro replicados en cada ensayo.  

A B 
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extractos crudos de las cepas crecidas en forma aeróbica en medio rico YPG pH 4,5 

durante 4 hs. 

 

II.2.2.b. Medición de actividad quinasa de ∆R1 

Para determinar la actividad quinasa, se utilizaron muestras semipurificadas 

de la cepa wt y de la cepa ∆R1 crecidas en condiciones aeróbicas 4 hs. Se 

purificaron por cromatografía de intercambio iónico por resina de DEAE-celulosa. El 

ensayo se realizó en la fracción eluida con 0,35 M NaCl en presencia y ausencia de 

cAMP.  

Aunque tanto la cepa mutante como la cepa wt muestran actividad con 

dependencia de cAMP, la relación de actividades -/+ cAMP fue mayor en la cepa 

mutante (0,6) que en la wt (0,23) indicando una menor dependencia de cAMP en 

ΔR1. Además, la actividad de PKA total medida en presencia de cAMP fue 2,5 

veces mayor en la cepa wt que en la cepa mutante (Figura 30).  

Los resultados indican que la ausencia de la subunidad regulatoria codificada 

por el gen pkaR1 modifica la actividad quinasa haciéndola menos dependiente de 

cAMP, pero esta regulación no fue eliminada por completo.   

La presencia de actividad de unión a cAMP y la dependencia con cAMP de la 

actividad quinasa en ∆R1, sugirieron la existencia de más de un gen de subunidad R 

en M. circinelloides 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30- Determinación de actividad quinasa. Se midió actividad quinasa en muestras de 
fracciones semipurificadas provenientes de cultivo aeróbico crecido durante 4 hs de las cepas 
wt y ΔR1 en ausencia y presencia de cAMP. La actividad quinasa se expresa en unidades (U) 
según se define en materiales y métodos. Los datos mostrados corresponden a cinco ensayos 
realizados con preparaciones independientes. Los valores están presentados como la media 
+/- SD de cuatro replicados en cada ensayo.  
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I.2.2.c. Análisis por Western blot 

La posibilidad de la existencia de otros genes pkaR se reforzó cuando 

preparaciones de subunidad R purificadas por cromatografía de afinidad de cAMP-

agarosa de las cepas wt, ΔR1 y de la cepa complementada ΔR1+R1, se analizaron 

por Western blot revelado con un anticuerpo policlonal contra la subunidad R de M. 

rouxii. Las muestras de las cepas wt y ΔR1+R1 presentaron una banda que estaba 

ausente en la muestra de la mutante ΔR1, sugiriendo que la misma correspondía al 

producto del gen pkaR1. Dos bandas adicionales se revelaron en todas las cepas 

(Figura 31), las cuales podían corresponderse a los productos de otros genes pkaR. 

En conjunto, los resultados de medición de actividad de unión a cAMP, 

actividad quinasa y Western blot indicaron la existencia de otras isoformas de 

subunidad R en M. circinelloides. 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.2.3. Crecimiento y esporulación de la mutante nula de pkaR1 

Se monitoreó el rol de pkaR1 en la morfología y en el crecimiento de la hifa 

analizando el fenotipo de las cepas wt, ΔR1 y ΔR1+R1 en medio sólido y líquido en 

condiciones de aerobiosis, anaerobiosis y luego de la transición anaerobiosis-

aerobiosis. 

Figura 31- Análisis por Western-blot. Se analizaron muestras provenientes de cultivos 
aeróibicos de 4 hs purificadas mediante cromatografía de afinidad de cAMP-agarosa mediante 
SDS-PAGE y Western blot revelado con anticuerpo policlonal anti-R de M. rouxii. Debajo de 
cada calle se muestra el control de carga teñido con Rojo Ponceau. 

Wt         ∆R1   ∆R1+R1 

anti-R 

Rojo 
Ponceau 

60 kDa 

60 kDa 
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El crecimiento radial en medio sólido de la cepa wt fue 1,5 veces mayor que 

en la cepa ΔR1 (Figura 32A). La mutante además mostró una reducción significativa 

de la producción de esporas (Figura 32B), no obstante el tamaño de las esporas fue 

el mismo en ambas cepas.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Figura 32- Crecimiento y esporulación de la mutante ∆R1. (A) Se inocularon alícuotas de 
igual concentración de esporas de las cepas indicadas en placas de medio mínimo a pH 4,5 
por triplicado y se monitorearon durante 3 días. Panel derecho, representación gráfica de la 
velocidad de crecimiento radial calculado a partir de tres experimentos. (B) Se plaquearon cien 
esporas de cada cepa en placas de medio mínimo por triplicado y se incubaron a 30ºC durante 
5 días. Se cortaron trozos de agar de 1cm2 para calcular la producción de esporas. 

wt 

∆R1 

∆R1+R1 
 

A

B 

 
Cepa 

 
Nº esporas/cm 2 

Velocidad  
crecimiento ( μm/min) 

wt (8.9 +/- 0.9) x106 23,25 + /- 0.8 
∆R1 (7 +/- 0.7) x105 15,85 + /- 0.9 

∆R1 + R1 (3.1 +/- 0.5) x107 22,88 + /- 0.2 
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El fenotipo alterado de la mutante fue revertido luego de introducirle el alelo 

wt de pkaR1. Por lo tanto, la transformante complementada presenta una velocidad 

de crecimiento radial y una producción de esporas similar a la cepa wt (Figura 32A y 

B). La cepa complementada presentó dos pendientes de crecimiento en función del 

tiempo y se estimó su velocidad tomando los puntos iniciales y finales. Las 

diferencias entre la cepa transformada y la wt, probablemente sean un efecto de la 

sobreexpresión de pkaR1 por haberse utilizado un plásmido de alto número de 

copias bajo el promotor gpd1 (promotor fuerte inducible por glucosa).  

 
II.2.4. Morfología y germinaci ón de la mutante nula de pkaR1 

Las velocidades de crecimiento en medio líquido en aerobiosis de las cepas 

wt, ΔR1 y ΔR1+R1 fueron similares y tampoco se observaron diferencias en el peso 

húmedo y peso seco del micelio después de 80 hs de crecimiento. Al examinar 

microscópicamente los cultivos se encontró que las cepas wt y ∆R1 diferían en la 

cinética de crecimiento, el volumen de la célula madre y la longitud del tubo 

germinativo.  

En los cultivos crecidos en condiciones aeróbicas durante 3 hs, el volumen de 

las células ∆R1 fue menor que el de la cepa wt. Estas diferencias se revirtieron 

parcialmente en la cepa complementada. La emisión del tubo germinativo en estas 

condiciones de crecimiento fue más temprano en la cepa mutante que en la cepa wt 

(Figura 33A). Si bien la mutante ∆R1 germina más temprano su cinética de 

crecimiento luego se retrasa respecto a la cepa wt, ya que a las cuatro horas 

presenta tubos germinativos más cortos. 

En cultivos crecidos en condiciones de transición anaeróbiosis-aeróbiosis, la 

mutante mostró en ambos aspectos del crecimiento un fenotipo distinto al de la cepa 

wt. El volumen de la levadura de la cepa mutante fue 2,5 veces menor que el de la 

wt (Figura 33B) y luego de la transición a aerobiosis el tubo germinativo de la cepa 

mutante fue más corto que el de la cepa wt (Figura 33C). El fenotipo de la 

transformante complementada es difícil de comparar dado que sus células en 

crecimiento anaeróbico presentaban una morfología deformada y aparecen en 

grupos. Esta morfología puede deberse a la alta actividad de unión de cAMP de la 

cepa (Figura 29A). 

En resumen, la anulación del gen pkaR1 afecta el crecimiento, la 

esporulación, la emisión del tubo germinativo y la morfogénesis de levadura a hifa. 
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II.2.5. Identificación de otros genes pkaR en M. circinelloides   

En paralelo a nuestras investigaciones en el instituto Joint Genome 

(http://www.jgi.doe.gov) se estaba llevando a cabo el proyecto de secuenciación del 

Figura 33- Morfología y germinación de la mutante nula de pkaR1. Examen microscópico 
de las cepas indicadas (A) crecidas durante 3 hs en aerobiosis en medio YPG pH 4,5. Se 
calculó el volumen de la célula madre y el número de células con tubo germinativo emitido y se 
expresó como porcentaje del total de células. (B) Células crecidas una noche en condiciones 
anaeróbicas. Volumen de la célula madre. (C) Cultivos crecidos en condiciones de transición 
anaerobiosis-aerobiosis. En el gráfico se representa el promedio del largo del tubo germinativo. 
Los volúmenes se estimaron a partir de los diámetros medidos en unidades arbitrarias (u.a). 
Cada valor representa la media +/- SEM para tres experimentos independientes. Para el 
cálculo de estos parámetros se analizaron en cada experimento 300 células. 
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genoma de M. circinelloides. Si bien en ese momento la secuenciación no estaba 

completa y no era de acceso público, se pudo por la colaboración establecida con la 

Universidad de Murcia, utilizar un ensamblado preliminar generado usando una 

cobertura de secuencia 4x. Se realizó una búsqueda empleando el programa blast 

tomando como secuencia de partida la disponible de pkaR1. 

Se encontraron en la secuencia del genoma de M. circinelloides tres 

secuencias diferentes, además de pkaR1, con los parámetros e-value y score 

significativos. Se realizó un alineamiento de secuencias con las secuencias de 

aminoácidos deducidas y se encontró que todas las secuencias presentaban alta 

similitud con otras subunidades regulatorias de PKA y mantenían los residuos 

altamente conservados. Por lo tanto a estos genes se los llamó pkaR2, pkaR3 y 

pkaR4. Los números de acceso en el genoma de M. circinelloides son 

fgeneshMC_pm.13_#_2, e_gw1.8.247.1, e_gw1.2.493.1, respectivamente. 

La región más conservada de las subunidades R son los CNB y dentro de 

estos particularmente el PBC. En los sistemas de mamíferos las subunidades R se 

clasifican en tipo I y tipo II. Las R de tipo II contienen en el IS un sitio real de 

sustrato con una serina fosforilable seguida de un residuo hidrofóbico (ψ) y una 

cisteína (RRxSψC), pero las subunidades R de tipo I tienen una secuencia IS de 

pseudosustrato que presenta un aminoácido no-fosforilable seguida de un residuo 

hidrofóbico y una serina (RRx[A/G]ψS). Las subunidades R de hongos se asemejan 

a las R de tipo II en que presentan la serina fosforilable en el IS, pero se asemejan a 

las R de tipo I en presentar la serina en vez de cisteína en la posición P+2. Por 

estas particularidades las R de hongos se clasifican como un grupo aparte basado 

en un análisis filogenético que compara el PBC de las secuencias (55). 

Antecedentes del laboratorio que surgen del alineamiento de 40 secuencias 

de R de hongos contrastadas con 65 secuencias de R de mamíferos demuestran 

que los dominios CNB están altamente conservados especialmente en la zona 

correspondiente al PBC presentando un 50% de identidad entre secuencias 

fúngicas y un 40% de identidad respecto a secuencias de mamíferos (102). 

El extremo amino terminal de las subunidades R es la región menos 

conservada excepto por la porción más extrema que constituye el dominio de 

dimerización y anclaje. Los dominios D/D presentan cierto grado de conservación. 

En el mismo trabajo se describe también, como mencionamos en el capítulo I, que si 

bien no todos los hongos presentan esta secuencia, en las que está presente se 
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observa un 42% de identidad entre secuencias fúngicas y un 20% de identidad 

respecto a la de mamíferos. Dentro del D/D existen 12 residuos que se conservan 

en identidad o propiedades fisicoquímicas en todas las secuencias analizadas. 

Como ocurre con todas las subunidades R, en las PKAR de M. circinelloides 

existe una alta similitud en el extremo carboxilo terminal que incluye los sitios A y B 

de unión a cAMP y en el IS (Figura 34). El N-terminal es el menos conservado pero 

se conservan los 12 residuos mencionados. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Para verificar si los genes pkaR se expresan como subunidades R e 

identificar cada isoforma, se purificaron las proteínas a partir de las cepas wt y ∆R1 

provenientes de cultivos aeróbicos de 4,30 hs a través de cromatografía de afinidad 

usando resina de cAMP-agarosa y se analizaron las proteínas purificadas mediante 

SDS-PAGE y tinción con Coomassie Blue coloidal o Western blot usando anticuerpo 

anti-R de M. rouxii. Las bandas proteicas fueron analizadas por espectrometría de 

masas. 

Se identificaron tres bandas principales en las fracciones purificadas de la 

cepa wt y dos en las fracciones purificadas de ∆R1. Todas positivas para la 

detección con el anticuerpo anti-R (Figura 35A) como se mencionó anteriormente. 

Los espectros de MALDI-TOF obtenidos a partir de digestos trípticos de las bandas 

proteicas, permitieron identificar a la banda de menor movilidad, que estaba 

presente en la cepa wt pero no en ∆R1, como el producto del gen pkaR1 con un 

score de 126 y un e-value de 8,6 e-08 (Figura 35B), siendo el porcentaje de 

cobertura del 40% con una identificación de 17 péptidos del total de los posibles de 

la proteína. Para identificar a las otras bandas, se predijo in sílico las masas de los 

Figura 34- Proteínas PKAR. Alineamiento de secuencia del extremo N-terminal de las 
proteínas PKAR de M. circinelloides. Se muestra sólo el extremo N-terminal de las secuencias 
de las proteínas PKAR. Los residuos idénticos se indican con letras blancas sobre fondo negro 
y los similares con sombreado gris. La región rica en residuos ácidos se encuentra recuadrada. 
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péptidos trípticos teóricos de PKAR2, PKAR3 y PKAR4, permitiendo un corte 

perdido, y se comparó con las masas de los péptidos obtenidos del espectro de 

MALDI-TOF-MS.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Con este análisis se pudo identificar a las bandas de PKAR2 y PKAR3 dado 

que se encontraron 12 péptidos de PKAR2 que representaban un 27% de cobertura 

y 11 péptidos de PKAR3 que representaban un 29.1% de cobertura de las proteínas 

completas. Para verificar la identidad de estas bandas se realizó un análisis de 

MS/MS de un péptido representativo de cada proteína. Se tomó el ión 1836.91 de 

PKAR2 y el 1822.93 de PKAR3. En ambos casos se pudo identificar varios iones de 

Figura 35- Identificación de los genes pkaR. (A) Purificación por cAMP-agarosa de las 
proteínas con actividad de unión a cAMP. Panel izquierdo Western blot revelado con anticuerpo 
anti-R. Panel derecho tinción con Coomasie Blue coloidal. Las flechas indican las proteínas 
PKAR identificadas. (B) Resultado de la búsqueda en MASCOT del análisis del MS obtenido 
por MALDI-TOF de PKAR1. (C) Iones y y b obtenidos de un péptido (1836,91 de PKAR2 y 
1822,93 de PKAR3) de cada espectro de MALDI-TOF de PKAR2 y PKAR3 respectivamente. 
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las series y y b confirmando la identidad de las bandas (Figura 35C). Si bien por 

Western blot se revelaba una cuarta banda con anti-R, la subunidad PKAR4 no se 

pudo identificar por espectrometría de masas en las condiciones del ensayo 

(crecimiento aeróbico 4,30 hs). La banda de mayor movilidad teñida con Coomasie 

Blue coloidal, que no es positiva por Western blot, se identificó como gliceraldehído 

3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).  

 
II.2.6. Expresión de los genes pkaR 

II.2.6.a. Análisis de los niveles de mRNA de los genes pkaR en distintas 
condiciones de crecimiento 

Se analizó la expresión de los mRNA de la cepa wt crecida en medio líquido 

en aerobiosis, anaerobiosis y en la transición anaerobiosis-aerobiosis. Se midieron 

los niveles de los transcriptos de cada gen pkaR mediante RT-PCR semicuantitativa 

utilizando el mRNA del gen tef-1 (factor de elongación) para normalizar los 

resultados, ya que sus niveles no presentan variación en los distintos tipos de 

morfología celular (235). Estos análisis se realizaron con la colaboración de Lucas 

Fernández Núñez, estudiante de doctorado del laboratorio.  

Se encontraron diferencias en la expresión de cada gen pkaR durante el 

crecimiento en aerobiosis (Figura 36A).  

En esporas, el nivel del mRNA de pkaR3 fue mayor, comparado con el de las 

otras tres isoformas. Su nivel baja cuando se produce la emisión del tubo 

germinativo a las cuatro horas y se mantiene bajo durante el crecimiento a través de 

las 8 y 16 horas. Por el contrario, los niveles de mRNA de pkaR1, comienzan a 

aumentar a las 4 horas y aumentan aún más a las 8 horas de crecimiento. Entre las 

5 y 8 horas de crecimiento también se incrementan los niveles de los mRNA de 

pkaR2 y pkaR4. Pero los niveles más altos logrados en este momento son los del 

mRNA de pkaR1. Luego de las 16 horas los niveles de pkaR1 y pkaR2 permanecen 

altos pero los de pkaR4 disminuyen. 

También se analizaron los niveles de mRNA de los genes pkaR durante la 

transición anaerobiosis-aerobiosis (Figura 36B). En anerobiosis los niveles de 

mRNA de pkaR1 y pkaR2 fueron similares y más altos que los de pkaR3, mientras 

que los de pkaR4 fueron indetectable. Luego del pasaje a aerobiosis durante 4 hs el 

mayor cambio observado fue el incremento de los niveles del mRNA de pkaR4.  
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En resumen, pkaR3 fue el gen de mayor expresión en esporas, pkaR2 y 3 

presentaron altos niveles de expresión tanto durante el crecimiento aeróbico como 

anaeróbico y la expresión de pkaR4 se indujo marcadamente luego de la transición 

anaerobiosis-aerobiosis. Estos resultados sugieren que cada isoforma de pkaR 

Figura 36- Expresión de genes pkaR. Se midió mediante PCR semicuantitativa la abundancia 
relativa de los mRNA de cada gen pkaR normalizado respecto al gen tef-1. El mRNA se extrajo 
de cultivos crecidos durante (A) 0 (esporas), 4, 8 y 16 hs en condiciones aeróbicas y (B) 
cultivos crecidos toda la noche en anaerobiosis y transferidos a aerobiosis durante 4 hs. Las 
bandas correspondientes a los productos de PCR se analizaron y cuantificaron expresando la 
intensidad en unidades arbitrarias (u.a.) relativo a la intensidad de banda del gen tef-1. Cada 
valor representa la media +/- SD de cuatro experimentos independientes.

A 

B 
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podría cumplir un rol diferencial durante el crecimiento y la diferenciación de M. 

circinelloides 

Se analizaron también los niveles de expresión de los distintos genes pkaR 

en condiciones de crecimiento aeróbico, anaeróbico o transición anaerobiosis-

aerobiosis en la mutante ∆R1 con el fin de analizar si existía algún tipo de regulación 

de la expresión entre ellos (Figura 37).  

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37- Expresión de los genes pkaR en las cepas wt y ∆R1. Se midió la abundancia 
relativa de los mRNA de cada gen pkaR normalizado respecto al gen tef-1 mediante RT-PCR 
semicuantitativa. El mRNA se extrajo de cultivos crecidos en (A) aerobiosis, (B) anaerobiosis o 
(C) transición anaerobiosis-aerobiosis. Los productos de PCR se analizaron y cuantificaron 
expresando la intensidad en unidades arbitrarias (u.a.) relativo a la intensidad de banda del gen 
tef-1. Cada valor representa la media +/- SD de seis experimentos independientes. Se muestra 
un gel de agarosa representativo de cada tiempo evaluado teñido con BrEt. Los números 1-4 
indican los genes pkaR1-4 respectivamente. 
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El patrón de expresión de los genes pkaR en la cepa ∆R1 no presenta 

diferencias significativas respecto a la cepa wt en las distintas condiciones de 

crecimiento estudiadas. 

 

II.2.6.b. Análisis de la expresión de las proteínas PKAR en distintas 

condiciones de crecimiento 

Para analizar si existe relación entre los niveles de mRNA y las isoformas 

proteicas de los genes pkaR detectados en las distintas condiciones de crecimiento, 

se analizaron los niveles de las proteínas PKAR purificadas por cromatografía de 

afinidad cAMP-agarosa mediante Western blot. Las muestras analizadas provenían 

de esporas, cultivos crecidos en aerobiosis, anaerobiosis o transición anaerobiosis-

aerobiosis. Como se puede observar en la Figura 38, las isoformas PKAR1-3 se 

observan en todas las condiciones analizadas, mientras que la isoforma PKAR4 se 

hace evidente luego de la transición anaerobiosis-aerobiosis (Figura 38D). La 

ausencia de proteína PKAR4 concuerda con los niveles muy bajos o indetectables 

de mRNA de esta isoforma tanto en esporas, como en cultivo aeróbico 4 hs o 

levaduras (Figura 36A). Los niveles de proteína detectados en la transición 

anaerobiosis-aerobiosis también concuerdan con el aumento de los niveles del 

mRNA del gen pkaR4 en ese estadío (Figura 36B).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38- Detección de las proteínas PKAR en distintas condiciones de crecimiento.  
Proteínas purificadas por cAMP-agarosa analizadas mediante Western blot, revelado con 
anticuerpo anti-R de Mucor rouxii. (A) Esporas (B) cultivo aeróbico 4 hs, (C) levaduras, (D) 
transición anaerobiosis-aerobiosis. 
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No hay sin embargo una correlación estricta entre los niveles de mRNA y 

proteína para la isoforma PKAR2, siendo los niveles proteicos mayores que los de la 

isoforma PKAR1 en esporas, aerobiosis 4 hs y en la transición anaerobiosis-

aerobiosis. Los niveles de mRNA para estas isoformas son parejos o mayores para 

PKAR1 en estos estadios. 

Esas diferencias podrían explicarse por la posible existencia de una 

regulación a nivel traduccional para la isoforma PKAR2, o bien, si la misma 

presentara mayor afinidad por cAMP que las demás isoformas lo que determinaría 

una purificación preferencial de la misma. Otra posibilidad sería una mayor 

estabilidad de la proteína PKAR2.  

 

II.2.7. Análisis de expresión de los genes pkaC 

Tras la identificación de los nuevos genes pkaR y con los resultados que 

indican que en los Zygomycetes algunos genes han surgido por duplicaciones 

génicas a lo largo de la evolución (ver más adelante), se realizó una búsqueda por 

homología en la secuencia del genoma de M. circinelloides disponible, con el gen 

pkaC descripto, con el objetivo de encontrar posibles copias de este gen. Se 

encontraron cinco genes adicionales que se denominaron pkaC1, pkaC2, pkaC3, 

pkaC4 y pkaC5.  

Se analizaron los niveles de mRNA de estos genes en las cepas wt y ∆R1 en 

condiciones de aerobiosis, anaerobiosis y en la transición anaerobiosis-aerobiosis. 

La medición de los niveles de los transcriptos se realizó mediante RT-PCR 

semicuantitativa utilizando al gen tef-1 como control.  

No se observaron diferencias significativas en el patrón de expresión de los 

genes pkaC en la cepa ∆R1 respecto a la cepa wt en las distintas condiciones de 

crecimiento estudiadas. La expresión de las distintas isoformas parece ser 

independiente de las condiciones de cultivo (Figura 39). Este resultado es diferente 

al descripto para los genes pkaR cuya expresión si varía con las condiciones de 

cultivo (Figura 36). 
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II.2.8. Construcción de la cepa knockout para el gen pkaR2 

De acuerdo a los resultados de expresión diferencial de cada gen pkaR a lo 

largo de la germinación, las distintas isoformas cumplirían roles diferentes en el 

desarrollo y diferenciación en M. circinelloides. Para analizar la posibilidad de esta 

hipótesis, se procedió a construir cepas mutantes para cada una de las isoformas 

PKAR que restaban. En esta tesis se presenta la construcción y caracterización de 

la mutante nula para el gen pkaR2, se está trabajando en la construcción de las 

otras dos cepas mutantes para los genes pkaR3 y pkaR4. 

Figura 39- Expresión de los genes pkaC en las cepas wt y ∆R1 Se midió la abundancia 
relativa de los mRNA de cada gen pkaC normalizado respecto al gen tef-1 mediante RT-PCR 
semicuantitativa. El mRNA se extrajo de cultivos crecidos en (A) aerobiosis, (B) anaerobiosis o 
(C) transición anaerobiosis-aerobiosis. Las bandas de los productos de PCR se analizaron y 
cuantificaron expresando la intensidad en unidades arbitrarias (u.a.) relativo a la intensidad de 
banda del gen tef-1. Cada valor representa la media +/- SD de seis experimentos 
independientes. Los números 1-5 indican los genes pkaC1 a pkaC5 respectivamente y con 6 se 
indica al gen pkaC. 
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Para generar la mutante nula para el gen pkaR2 se utilizó la misma estrategia 

empleada para generar ∆R1. En este caso el reemplazo génico se realizó utilizando 

un vector knockout que contiene al gen leuA como marcador de selección, rodeado 

por secuencias del gen pkaR2 y regiones adyacentes. Se utilizó como receptora la 

cepa R7B de M. circinelloides.  

Se obtuvieron varias transformantes iniciales que fueron crecidas durante 

varios ciclos vegetativos hasta obtener finalmente una transformante homocarionte 

que se denominó ΔR2. 

Se confirmó la disrupción del gen pkaR2 mediante análisis por PCR utilizando 

diferentes pares de primers que hibridan o bien en la zona reemplazada en pkaR2 

(S1t), en la región utilizada para la recombinación homóloga (S1S y pkaR2R) o río 

arriba de esta (S1F) y dentro del marcador de selección leuA (LeuA1r) (Figura 40A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40- Disrupción del gen pkaR2. (A) Estructura genómica del locus wt de pkaR2 y luego 
de la recombinación homóloga con el reemplazo de fragmento. Se indican los primers usados 
(P: Pvu II, Ps: Pst I). (B) La PCR se llevó a cabo con los primers S1S-pkaR2R (calles 1 y 4); 
S1F-LeuAr1 (calles 2 y 5) y S1F-S1t (calles 3 y 6) con DNA de la cepa wt (calles 1-3) y de la 
cepa ΔR2 (calles 4-6). (C) Producto de RT-PCR de 0,95 kb y producto del gen tef-1. (D) 
Western blot revelado con anticuerpo anti-R.  
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Los productos de PCR fueron únicos y se obtuvieron los fragmentos del 

tamaño esperado, para la cepa wt 0,8 kb (primers S1S-pkaR2R, figura 40B, calle 1) 

y 1,34 kb (primers S1F-S1t, figura 40B, calle 3), y para la cepa ∆R2 el fragmento de 

1,2 kb (primers S1F-LeuA1r, figura 40B, calle 5). De esta manera se corroboró la 

interrupción del gen pkaR2 y la ausencia de núcleos wt en la mutante ∆R2.  

Para confirmar la interrupción del gen pkaR2 se analizó mediante RT–PCR la 

expresión del mRNA en las cepas ∆R2 y wt como control, con los primers pkaR2F-

pkaR2R. Se obtuvo sólo el producto de 0,95 kb en la cepa wt verificando la 

interrupción del gen pkaR2 en ∆R2 (Figura 40C). Finalmente, se confirmó la 

interrupción del gen pkaR2 en ∆R2 mediante Western blot de fracciones purificadas 

mediante cAMP agarosa de las cepas wt y ∆R2 (Figura 40D). 

 

II.2.9. Caracterización Bioquímica de ∆R2 

 Con el objetivo de caracterizar bioquímicamente a la cepa ΔR2, se analizó la 

actividad de unión de cAMP y la actividad quinasa de PKA. En estos experimentos 

se utilizó la cepa KFA89 (wilde type para PKA) para comparar el comportamiento de 

la cepa mutante, ya que ésta posee el mismo fondo genético que la mutante ΔR2 

(no presenta auxotrofía) y permite asegurar que cualquier diferencia entre wt y 

mutante no sea debida a la presencia del marcador leuA sino a la ausencia de 

pkaR2. 

 
 
II.2.9.a. Ensayo de unión a cAMP  

Tras la anulación del gen pkaR2, la actividad quinasa en la célula quedaría 

regulada por los genes pkaR1, 3 y 4. Se ensayó la capacidad de unión a cAMP en 

las cepas wt, ΔR1 y ΔR2. El ensayo fue realizado a partir de cultivos aeróbicos 

crecidos durante 4 hs.  

En la Figura 41 se puede observar que la cepa ΔR2 al igual que la cepa ΔR1 

muestran una disminución de la actividad de unión de cAMP respecto a la cepa wt 

siendo aún más baja en la cepa ΔR2. Esta mayor disminución de la actividad de 

unión a cAMP en ΔR2 que en ΔR1, podría deberse a que en esas condiciones de 

cultivo la expresión de PKAR2 parece ser mayor que la de PKAR1 (Figura 38B). 
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II.2.9.b. Determinación de actividad quinasa de ∆R2 

Para determinar la actividad quinasa usando kemptido como sustrato, se 

utilizaron muestras semipurificadas de la cepa wt y de la cepa ∆R2 crecidas en 

condiciones aeróbicas durante 4 hs. Se purificaron por cromatografía de intercambio 

iónico por resina de DEAE-celulosa. El ensayo se realizó en la fracción eluida con 

0,35 M NaCl en presencia y ausencia de cAMP.  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41- Ensayo de unión a cAMP.  Se midió actividad de unión a [3H]cAMP en extracto 
crudo de las cepas wt, ΔR1 y ΔR2 crecidas en medio rico YPG en aerobiosis 4 hs. Los valores 
representados corresponden a cinco ensayos con preparaciones independientes y están 
presentados como la media +/-SD de cuatro replicas en cada ensayo. 

Figura 42- Determinación de actividad quinasa de ∆R2. Se midió actividad quinasa en 
muestras de fracciones semipurificadas provenientes de cultivo aeróbico crecido durante 4 hs 
de las cepas wt y ΔR2 en ausencia y presencia de cAMP. La actividad quinasa se expresa en 
unidades (U) según se define en materiales y métodos. Los valores representados 
corresponden a cinco ensayos con preparaciones independientes y están presentados como la 
media +/-SD de cuatro replicados en cada ensayo.
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Tanto la cepa mutante como la cepa wt muestran dependencia de cAMP pero 

la relación de actividades -/+ cAMP fue mayor en la mutante ∆R2 (0,35) que en la 

cepa wt (0,23) (Figura 42) y a su vez menor que la presentada por la mutante ∆R1 

(Figura 30). ΔR2 no parece presentar una disminución tan marcada en la actividad 

quinasa total.   

 

II.2.10. Crecimiento y esporul ación de la mutante nula de pkaR2 

Para analizar el rol del gen pkaR2 en la morfología de M. circinelloides se 

siguió el crecimiento en medio sólido y líquido en condiciones de aerobiosis, 

anaerobiosis y transición anaerobiosis-aerobiosis. No se observaron diferencias en 

el tamaño de las esporas ni en el peso húmedo y peso seco del micelio después de 

80 hs de crecimiento. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 43- Crecimiento y esporulación de la mutante ∆R2. (A) Se inocularon alícuotas de 
igual concentración de esporas de las cepas wt y ∆R2 en medio mínimo YNB a pH 4,5 por 
triplicado y se monitorearon durante 3 días. Panel derecho, representación gráfica de velocidad 
de crecimiento radial calculado a partir de tres experimentos representativos mostrados en la 
figura A. (B) Se inocularon cien esporas de cada cepa en placas de medio YNB pH 4,5 por 
triplicado y se incubaron a 30ºC durante 5 días. Se cortaron trozos de agar de 1cm2 para 
calcular la producción de esporas. 

wt 

∆R2 

 
 

Cepa 
 

Nº esporas/cm 2 
 

Velocidad crecimiento 
(μm/min) 

wt (8.9 +/- 0.9) x106 23,25 + /- 0.8 
∆R2 (7 +/-  0.7) x106 22,92 + /- 0.9 

A

B 
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A diferencia de lo observado en la mutante ΔR1 (Figura 32) ΔR2 no presenta 

diferencia en la velocidad de crecimiento radial en medio sólido ni en la producción 

de esporas respecto a la cepa wt (Figura 43A y B). Esta observación sugiere que el 

gen pkaR2, a diferencia de pkaR1, no cumple un rol importante en el crecimiento 

radial en medio sólido ni en la producción de esporas.  

 

II.2.11. Morfología y germinación de la mutante nula de pkaR2 

Se analizó también la morfología de cultivos crecidos en medio líquido en 

condiciones de aerobiosis, anaerobiosis y transición anaerobiosis-aerobiosis. 

Al analizar los cultivos crecidos en anaerobiosis se observó que el volumen 

de la célula madre de la cepa mutante ∆R2 era menor que el de la cepa wt (Figura 

44A). Este aspecto de la morfología está afectado en forma similar en ∆R2 y ∆R1 

(Figura 33B).  

Se analizaron muestras a las dos horas luego de la transición anerobiosis-

aerobiosis y se observó un mayor porcentaje de células que habían emitido el tubo 

germinativo en la cepa ∆R2 respeto a la wt (Figura 44B). Se cuantificó el largo del 

tubo germinativo de las células brotadas a ese tiempo de cultivo y se observó que 

era mayor en la mutante que en la cepa wt. Esta alteración en la morfología es una 

diferencia con respecto a la cepa ∆R1 (Figura 33C). En la transición de 

anaerobiosis-aerobiosis la cepa mutante ∆R2 emitió mucho más rápido el tubo 

germinativo. A las 2 hs de crecimiento aeróbico el porcentaje de brotadas en la cepa 

wt fue de 5% mientras que para la cepa ∆R2 fue de 30%. Estos experimentos de 

transición anaerobiosis-aerobiosis debieron repetirse una gran cantidad de veces ya 

que la cepa ∆R2 en condiciones de microaerofilia presentaba una gran tendencia a 

brotar y morfología deformada, indicando que esta mutante era capaz de brotar aún 

en condiciones muy pobres de oxígeno. 

Se analizó también la morfología durante el crecimiento aeróbico en medio 

rico YPG y se observó que en esta situación también se encontraba acelerada la 

germinación de la mutante ∆R2 respecto a la wt (Figura 44C). En forma similar a lo 

observado para ∆R1 (Figura 33A), aunque más notorio en ∆R2, se observó un 

mayor porcentaje de células brotadas a las 3 y 3,5 hs de crecimiento aeróbico 

(Figura 44D). Pero a diferencia de ∆R1, su crecimiento seguía acelerado respecto a 
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la wt luego de las 4 hs de crecimiento, además las hifas emitidas en la mutante ∆R2 

presentaban una morfología más irregular que las de la cepa wt  

Estos resultados en conjunto, sugieren que mecanismos evolutivos deben 

haber retenido las múltiples isoformas PKAR por haber adquirido diferentes 

especificidades implicadas en el desarrollo y la morfología de M. circinelloides. En la 

tabla 8 se resumen las diferencias observadas tanto a nivel fenotípico como a nivel 

de la expresión de los genes pkaR en las mutantes ∆R1 y ∆R2 respecto a la cepa 

wt. 

 

 

 

 

 

 

 Cambios respecto a wt 

∆R1 ∆R2 

Actividad de unión a 
cAMP 

Disminuida Muy disminuida 

Actividad quinasa 
total 

Disminuida  No cambia 

Relación -/+ cAMP Muy aumentada Aumentada 

Esporulación Disminuida No cambia 
Velocidad 

crecimiento radial 
Disminuida No cambia 

Crecimiento 
aeróbico 3 hs 

Menor volumen 
celular 

% brotadas: 30 veces 
mayor en ∆R1 

Menor volumen celular 
% brotadas: 40 veces 

mayor en ∆R2. 

Crecimiento 
anaeróbico 

 Volumen celular 3,2 
veces menor  

Volumen celular 1,5 
veces menor 

Transición 
anaerobiosis-

aerobiosis  

Brota  paralelo a la 
wt, hifas más cortas 

Brota antes que la wt , 
hifas más largas 

Niveles expresión 
de los genes pkaR 

No cambian Aumenta la expresión 
de pkaR4 y disminuye 

la de pkaR3 
Niveles expresión 
de proteínas PKAR 

No cambian Aumenta la expresión 
de PKAR4 y disminuye 

la de PKAR3 

Tabla 8-  Cambios observados en las mutantes ∆R1 y ∆R2 respecto a la cepa wt 
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Figura 44- Morfología y germinación de la mutante nula de pkaR2. Examen microscópico 
de las cepas indicadas (A) crecidas durante una noche en condiciones anaeróbicas. Se 
muestran los volúmenes medios de las células madre. (B) Cultivos en condiciones de 2 hs de 
transición anaerobiosis-aerobiosis. En el gráfico de barras se representa el promedio del 
porcentaje de células brotadas y el del largo del tubo germinativo. Cultivos crecidos durante (C) 
3 hs y (D) 3,5 hs en aerobiosis en medio YPG pH 4,5. Se calculó el número de células con tubo 
germinativo emitido y se expresó como porcentaje del total de células y se estimaron los 
volúmenes de las células madres. Los volúmenes se estimaron a partir de los diámetros 
medidos en unidades arbitrarias (u.a). Cada valor representa la media +/- SEM para tres 
experimentos independientes. Para el cálculo de estos parámetros se analizaron 300 células 
en cada experimento. 

A 

B 

C 

∆R2wt 

30μm 

D 

30μm 30μm 

30μm 

30μm 30μm 

30μm 30μm 
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II.2.12. Expresión de los genes pkaR en la mutante ΔR2 

II.2.12.a. Análisis de los niveles de mRNA  de los genes pkaR en ΔR2 

Se analizaron los niveles de mRNA de los genes pkaR en la cepa ΔR2 

crecida en medio líquido YPG pH 4,5 durante 4,30 hs en aerobiosis, de manera tal 

de analizar si la ausencia del gen pkaR2, afecta de alguna manera la expresión de 

los otros genes pkaR. Se analizaron mediante RT-PCR semicuantitativa los niveles 

de transcriptos y se tomó como control interno el mRNA de tef-1.   

Se pudo corroborar la ausencia de la expresión del gen pkaR2 y a diferencia 

de lo que ocurría en ΔR1, donde no se observaban diferencias de expresión 

respecto a la cepa wt en el resto de los genes pkaR (Figura 37), se observó un 

aumento en los niveles de mRNA del gen pkaR4 respecto a la cepa wt y 

llamativamente no se observa expresión de pkaR3 (Figura 45A). Aumentando el 

número de ciclos de la reacción, se detectó mRNA de pkaR3 indicando que sus 

niveles se encuentran disminuidos respecto a la cepa wt (Figura 45B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 45- Niveles de mRNA de los genes pkaR en ΔR2. Se analizaron mediante RT-PCR 
semicuantitativa los niveles de expresión de los genes pkaR en la cepa ΔR2. Los valores fueron 
expresados en unidades arbitrarias respecto al mRNA del gen tef-1.(A) El gel 1 corresponde a los 
productos de PCR de la cepa wt y el gel 2 a la cepa ∆R2. (B) Productos de PCR de la cepa ∆R2 a 
mayor número de ciclos (45). Los números 1-4 indican los genes pkaR1 a 4 respectivamente.  

Gel 1

Gel 2

pkaR 
tef-1 

A 

B 

1       2      3       4 

pkaR 
tef-1 

 1       2      3       4 

pkaR 
tef-1 
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II.2.12.b. Análisis de la expresión de las proteínas PKAR 

Se analizaron mediante Western blot los niveles de las proteínas PKAR luego 

del crecimiento aeróbico durante 4 hs en las cepas wt KFA 89 y en la cepa mutante 

∆R2 en fracciones purificadas por cAMP-agarosa.  

Se pudo observar en la muestra proveniente de la cepa ∆R2 ausencia de la 

banda de 60 kDa que fue identificada como PKAR2 y se observa muy tenue la 

banda correspondiente a PKAR3, concordante con los menores niveles de mRNA 

detectados (Figura 45A). También se observa un aumento de PKAR4 paralelo al 

aumento de su mRNA (Figura 46).  

Los resultados del análisis de mRNA y proteínas podrían explicar la mayor 

disminución de la capacidad de unir cAMP de ∆R2 respecto a ∆R1 (Figura 41), dado 

que en las condiciones de ensayo en ∆R1 estarían uniendo cAMP las proteínas 

PKAR2 y 3 (Figura 31) pero en ∆R2 lo haría prácticamente sólo PKAR1 debido a los 

bajos niveles de expresión de PKAR3 y 4 (Figura 46). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

II.2.13. Análisis filogenético de los genes pkaR 

Se analizaron las secuencias de nucleótidos de los genes pkaR y se encontró 

que los genes pkaR1, pkaR2 y pkaR4 tienen dos intrones en posiciones 

equivalentes, compartiendo los mismos sitios de splicing, mientras que pkaR3 tiene 

un solo intrón en una posición conservada (Figura 47A). Además, pkaR3 presenta la 

menor homología de secuencia en comparación con los otros genes pkaR. El hecho 

de que los genes pkaR conserven los límites entre exones e intrones sugiere que 

Figura 46- Análisis de la expresión de las proteínas PKAR en ΔR2. Purificación por cAMP- 
agarosa de muestras provenientes de cultivos de 4,30 hs analizadas mediante Western blot 
revelado con anticuerpo policlonal anti-R de M. rouxii. Las cepas analizadas se indican en cada 
calle.  

  

PKAR1 
PKAR4 

PKAR3 

PKAR2 

 Wt        ∆R2 
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los mismos provienen de eventos de duplicación, siendo el gen pkaR3 el menos 

relacionado con los otros 3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La duplicación que dio lugar a los genes pkaR1 y pkaR4 incorporó un gen río 

abajo que presenta alta identidad y se le predice función de proteína que une GTP, 

además presenta los mismos dominios funcionales predichos. Los eventos de 

Figura 47- Genes pkaR (A) Estructura genómica de los genes pkaR y los genes flanqueantes. 
Están indicados los intrones y exones de cada gen. (B) Árbol filogenético de las proteínas 
PKAR. La barra representa el número de sustituciones por sitio.  

 B 

A 
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duplicación no incorporaron otros genes flanqueantes, como se puede observar en 

los diferentes genes presentes río arriba y río abajo de los genes pkaR (figura 47A).  

Estas duplicaciones ocurrieron sólo en el linaje de los Zygomycetes, porque 

al hacer una búsqueda mediante blast en las bases de datos de los genomas 

fúngicos públicos usando la secuencia de PKAR1 de M. circinelloides como blanco 

de búsqueda, se encontró solo en otros dos Zygomycetes la presencia de más de 

un gen PKAR (Rhyzopus. oryzae y Phycomyces blakesleeanus), seis para el 

primero y cuatro para el segundo. Un análisis filogenético y de comparación de 

secuencias de Zygomycetes, Ascomycetes y Basidiomycetes sugirió que el evento 

de duplicación que dio lugar a los genes pkaR ocurrió en un ancestro de los 

Zygomycetes antes de la divergencia de especies porque cada proteína homóloga 

PKAR de M. circinelloides está más próxima a los ortólogos en R. oryzae y P. 

blakesleeanus que a sus parálogos (Figura 47B). Del análisis de otros genes como 

crgA, que codifica para una proteína que participa del control de la carotenogénesis 

en respuesta a la luz, también en M. circinelloides, se obtuvieron resultados 

similares a los obtenidos en este caso con los genes pkaR en cuanto a la 

duplicación previa a la divergencia de las especies (236).  

 
ll.2.14. Ubiquitinación de las isoformas PKAR 

En estudios previos de nuestro laboratorio se encontró que el PM aparente, 

en geles de SDS, de las subunidades R de M .circinelloides es mucho mayor que el 

PM predicho por las secuencias de aminoácidos (127). Mientras que los genes pkaR 

codifican para proteínas de 47 kDa para los casos de PKAR1 y PKAR2, de 46 kDa 

para PKAR3 y de 49 kDa para PKAR4, aparecen especies entre 60 y 85 y hasta 120 

kDa reveladas en Western blot con anticuerpo anti-R, según la etapa de crecimiento 

del hongo que se esté analizando (Figura 48). Estas bandas de tan alto PM 

molecular fueron las más llamativas sobre todo por la forma de la banda de aspecto 

difuso. 

Se pensó entonces en la posibilidad de que estas proteínas se encuentren 

modificadas post-traduccionalmente. Se han descripto más de cien tipos de 

modificaciones post-traduccionales, que tienen por objetivo contribuir al correcto 

plegamiento, localización, regulación de la actividad, interacciones moleculares, y 

recambio o degradación de las proteínas. 
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Dentro de las modificaciones más frecuentes se encuentran la glicosilación, 

que suele facilitar la interacción entre moléculas, la fosforilación que comúnmente se 

encuentra implicada en mecanismos de activación y desactivación, y la 

ubiquitinación. Dado el alto PM de las bandas de 120 kDa, se pensó que podrían 

estar glicosilada, sin embargo, en nuestro laboratorio se probó que luego de una 

purificación a través de WGA, que es una resina de lectinas que interactúa con 

proteínas glicosiladas, no desaparecen ni las bandas de 120 kDa ni ninguna de las 

bandas reveladas con el anticuerpo anti-R. La posibilidad de fosforilación pareció la 

menos probable para la proteína de 120 kDa, dada la gran variación de tamaño 

molecular.  

Otra modificación frecuente es la ubiquitinación, su nombre deriva 

precisamente de la distribución ubicua de la ubiquitina. Se decidió entonces analizar 

si esta era la modificación post-traduccional que podría estar generando la proteína 

de 120 kDa. 

La ubiquitinación de las proteínas PKARs podría condicionar propiedades de 

las moléculas tales como afinidad por la subunidad C, afinidad por el cAMP, 

estabilidad, capacidad de interactuar con otras proteínas y su rol a lo largo de la 

diferenciación del hongo.  

Figura 48- Western blot de extracto crudo. Western blot de extracto crudo de la cepa R7B 
crecida en aerobiosis en YPG pH 4,5 durante 4,30 hs revelado con anti-R. 

120 kDa 

85 kDa 

60 kDa
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Con el objetivo de evaluar si podría estar ocurriendo dicha modificación se 

sembraron en gradientes de sacarosa no disociantes extractos proteicos de la cepa 

de M. circinelloides KFA89, provenientes de cultivos de 15 hs en condiciones 

aeróbicas. En cada fracción del gradiente se midió actividad quinasa, actividad de 

unión de cAMP y se analizó una alícuota de cada fracción por SDS-PAGE y 

Western blot revelando con los anticuerpos anti-R y anti-Ub. El objetivo de estos 

ensayos fue analizar si existía una correlación entre presencia de banda alta y 

ubiquitinación, y si además estas bandas correlacionaban con actividad quinasa y 

actividad de unión a cAMP (parte de estos abordajes se realizaron con la 

colaboración de Virginia González Polo). 

Se observó la presencia de bandas de aproximadamente de 120 kDa 

reveladas por ambos anticuerpos en muestras correspondientes a las fracciones 7-

10 del gradiente no disociante que coinciden con el pico de actividad quinasa y de 

actividad de unión a cAMP (Figura 49A). Como el anticuerpo anti-ubiquitina tiene 

menos sensibilidad que el anticuerpo anti R, una posibilidad es que esté revelando 

la proteína de mayor concentración, por eso se ve una sola banda con ese 

anticuerpo, mientras que el anti-R revela varias proteínas. 

Por otra parte se observa una banda de 60 kDa revelada con ambos 

anticuerpos que también se asocia con el pico de actividad quinasa y de unión a 

cAMP. Con el anticuerpo anti-R se revela una banda adicional cuyo PM coincide con 

la banda que fue identificada como PKAR1 (figura 35A). 

El mismo análisis a través de gradientes disociantes mostró que las bandas 

de 120 kDa aparecen desplazadas hacia fracciones de menor coeficiente de 

sedimentación pero que no coinciden con el pico de actividad quinasa (Figura 49B). 

Este desplazamiento indica que en ausencia de NaCl y cAMP las bandas de 120 

kDa, reconocidas como R por el anticuerpo, estarían interactuando con la subunidad 

C, encontrandose por lo tanto, en fracciones que presentan actividad quinasa 

(Figura 49A) en cambio, en condiciones disociantes se separan de la subunidad C 

ya que no coinciden con el pico de actividad quinasa (Figura 49B). 

Estos resultados sugieren que la modificación post-traduccional que le 

confiere a alguna isoforma de R un PM que ronda los 120 kDa no modifica su 

interacción con la subunidad C. Por otra parte, el hecho de que esa banda de alto 

PM no es detectada por Western blot en las purificaciones de R por cAMP-agarosa 
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como se vio anteriormente (Figura 35A), sugiere que esta modificación estaría 

impidiendo la capacidad de interactuar con cAMP. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por el tamaño observado de las bandas reveladas con ambos anticuerpos se 

puede pensar que las bandas de 120 kDa corresponden a una poliubiquitinación o 

multiubiquitinación.  

Fue llamativo encontrar una banda de 60 kDa reconocida por ambos 

anticuerpos. De acuerdo al PM debería ser la isoforma PKAR2 y dado que su PM no 

está tan aumentado con respecto al predicho podría considerarse que esta isoforma 

posee una monoubiquitinación. De ser así, sin embargo se esperaría haber revelado 

Figura 49- Gradientes de sacarosa.  Extractos crudos (300μg de proteína) de la cepa KFA89 
de M. circinelloides provenientes de cultivos aeróbicos de 15 hs sembrados en gradientes de 
sacarosa. Determinación de actividad quinasa y actividad de unión a [3H]cAMP de las 
fracciones del gradiente (A) no disociante y (B) disociante y Western blot revelado con 
anticuerpo anti-R o anti-Ub de las fracciones indicadas en cada calle. Se muestra un 
experimento representativo de cuatro ensayos. 
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al menos dos bandas correspondientes a la forma no ubiquitinada y 

monoubiquitinada de PKAR2 en la región cercana a 60 kDa. Consideramos que una 

alta proporción de la proteína debe contener la modificación y además no se deben 

llegar a resolver dichas bandas que quizás corren muy próximas una de la otra. 

Estos resultados sugieren que las isoformas de R podrían estar algunas 

modificadas por multiubiquitinación o poliubiquitinación y por monoubiquitinación. 

Para correlacionar nuevamente formas de 120 kDa con falta de actividad de 

unión a cAMP, se analizó el comportamiento de las mismas en DEAE-celulosa. Se 

sembraron extractos crudo crecidos en YPG pH 4,5 durante 15 hs y se analizaron 

las fracciones del percolado y del eluido con 0,35 M NaCl por Western blot y por 

actividad de unión a cAMP (Figura 50A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 50- Capacidad de unir cAMP de la subunidad R ubiquitinada. Se fraccionó extracto 
crudo de la cepa KFA89 de M. circinelloides mediante cromatografía de intercambio iónico con 
resina de DEAE-celulosa. (A) Se sembraron en la calle 1: 20 μg, calle 2: 30 μg, calle 3: 3 μg, 
calle 4: 6 μg, calle 5: 30 μg de proteína de los paneles indicados y se analizaron por Western 
blot revelando con anti-R o anti-Ub. Calle 5: se muestra el extracto total. (B) Medida de 
actividad de unión a [3H]cAMP, panel 1: percolado, panel 2: 0,35 M NaCl. Los ensayos se 
realizaron por duplicado y se expresan como la media +/- SD. Se muestra un ensayo 
representativo de cuatro experimentos independientes. 
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Las bandas de 120 kDa fueron reveladas por ambos anticuerpos y sólo se 

detectaron en el percolado de la resina (panel 1), mientras que en el panel 2 (0,35 M 

NaCl) se detectaban las especies de R de menor PM (Figura 50A). En cuanto a  la 

unión a cAMP, el percolado presenta muy baja actividad. Nuevamente la presencia 

de las formas de 120 kDa se correlaciona con ausencia de actividad de unión a 

cAMP. 

Los resultados de los gradientes, la purificación por cAMP agarosa y la DEAE 

sugieren que la ubiquitinación estaría alterando la capacidad de interactuar con 

cAMP de la isoforma de R modificada por poliubiquitinación. 

Con el objetivo de corroborar que esa banda de 120 kDa se correspondía con 

subunidad R ubiquitinada, se realizó un ensayo de inmunoprecipitación con 

anticuerpo anti-R. La fracción inmunoprecipitada se analizó por SDS-PAGE y 

Western blot revelado con los anticuerpos anti-Ub y anti-R. 

Entre las bandas de alto PM se distinguieron 4 bandas reveladas con ambos 

anticuerpos. La de menor PM tenía una movilidad electroforética de 120 kDa y las 

otras 3 se ubicaban por encima de esta. También se observó una banda revelada 

con anti-R pero no con a-Ub (Figura 51). No se pudo analizar lo que ocurre con la 

banda de 60 kDa porque su movilidad electroforética está muy próxima a la de las 

inmunoglobulinas y esto hacia dificultosa la identificación de la isoforma. 

Con este experimento se pudo confirmar que formas de 120 kDa 

correspondían a R y estaban ubiquitinadas con probablemente distinto grado de 

poliubiquitinación o multubiquitinación.  

 
 
 
 
 
 
  
 
 
 

 

 

 

 

 

A B C

120KDa 

Figura 51- Inmunoprecipitación . Extracto proteico de la cepa R7B crecido 8 hs en aerobiosis en 
medio rico YPG pH 4,5 inmunoprecipitado con anticuerpo anti-R. La muestra se analizó por SDS-
PAGE y Western blot revelado con (A) anti-Ub y (B) anti-R de M. rouxi. (C) Colocalización de las 
imágenes obtenidas con ambos anticuerpos, las flechas rojas indican las bandas reveladas por 
ambos anticuerpos y la flecha negra la revelada sólo por anti-R. Las imágenes corresponden a un 
experimento representativo de tres ensayos. 



Capítulo II 

 
 

133

Hay ejemplos de quinasas que suelen activar la vía de degradación vía 

proteosoma luego de su activación y en muchos casos suelen ubiquitinarse también 

sus proteínas regulatorias (192). Para analizar si esta modificación por aparente 

poliubiquitinación podría estar afectando la estabilidad de la proteína, se realizaron 

ensayos con el inhibidor de proteosoma MG132 esperando obtener aumento de 

dichas bandas en una muestra tratada respecto al control. Este inhibidor ya había 

sido usado en M. circinelloides, al menos en un trabajo (237) y mostró tener efecto, 

no obstante, en nuestro caso a pesar de haber repetido el ensayo 3 veces no se 

detectaron diferencias ni en la banda de 120 kDa, ni en las proteínas ubiquitinadas 

en general. Si bien, no necesariamente deberían aumentar las formas de 120 kDa 

(que es lo que se intentaba probar), debería haber aumentado la intensidad de las 

bandas reveladas con anti-ubiquitina, dado que al no haber degradación deberían 

haberse acumulado formas de proteínas polubiquitinadas. 

Los gradientes de los ensayos descriptos en la figura 49, fueron realizados 

con extractos provenientes de cultivos de 15 hs, con el objetivo de obtener más 

masa de micelio y por lo tanto extracto más concentrado. Dada la posibilidad de que 

la multiubiquitinacion en las formas de 120 KDa esté asociada a la degradación y a 

la imposibilidad de corroborarlo con el ensayo del inhibidor de proteosoma, se 

realizaron gradientes de menos horas de cultivo para evaluar si variaba la intensidad 

de dichas bandas. 

Comparando los perfiles obtenidos con ambos extractos analizados por 

Western blot (Figuras 49A y 52), se puede ver que en cultivos más jóvenes hay 

menos acumulación de las formas de 120 kDa.  
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Figura 52- Gradiente de Sacarosa. Extracto crudo de la cepa KFA89 proveniente de cultivo 
aeróbico de 5,30 hs (300 μg de proteína) sembrado en gradiente de sacarosa analizado por 
Western blot revelado con anti-R.  
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Este resultado es un dato más que permite pensar en la posible funcionalidad 

de la multiubiquitinación, ya que en cultivos en fase logarítmica tardía como los de 

15 hs se encontraría en mayor proporción quizás como una manera de permitir la 

degradación de alguna /s isoformas de R no necesarias en esa etapa de 

crecimiento.  

Para confirmar la identidad de la banda de 60 kDa revelada con anti-

ubiquitina se analizaron mediante Western blot extractos crudos y fracciones 

purificadas por cAMP-agarosa de la cepa ∆R2 y de la cepa R7B como control 

revelado con los anticuerpos anti-R y anti-Ub.  

Se corroboró que la banda de 60 kDa revelada con anti-R desaparece en la 

mutante, al igual que lo observado en Ia figura 46, y también desparece la banda de 

60 kDa revelada por anti-Ub (Figura 53).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 53- Ubiquitinación de PKAR2. (A) Extractos crudos y fracciones purificadas por 
cAMP–agarosa de las cepas R7B y ΔR2 analizados mediante Western blot revelados con 
anti-Ub y con anti-R. En la figura se indican las muestras sembradas en cada calle y los 
anticuerpos utilizados. (B) Se muestra la membrana teñida con Rojo Ponceau como control 
de carga. Se muestra un experimento representativo de 3 experimentos independientes. 
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Se intentó confirmar por espectrometría de masas la ubiquitinación de 

PKAR2, tratando de identificar en que residuo podría estar ocurriendo la unión de 

ubiquitina. Si bien se analizaron dos purificaciones diferentes no se detectaron 

péptidos ubiquitinados en los espectros. Este resultado negativo no es concluyente 

dado que la no detección de péptidos modificados puede deberse a que la unión de 

la ubiquitina es muy lábil y puede perderse durante el desarrollo de la técnica.   

Finalmente, hay que destacar que las formas de 120 kDa están presentes en 

los extractos crudos de las mutantes ∆R1 y ∆R2 (Figuras 53 y 54). Por lo tanto no 

deben provenir de la modificación en las isoformas PKAR1 y PKAR2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

III.2.15. Ubiquitinación a lo largo de la diferenciación de M. circinelloides 

Con el fin de analizar si la ubiquitinación de la subunidad R presenta algún 

patrón diferencial en los distintos estadios de diferenciación celular de M. 

circinelloides, se analizó el patrón de modificaciones mediante Western blot a partir 

de extractos crudos y de fracciones purificadas por cAMP-agarosa provenientes de 

esporas o cultivos crecidos en aerobiosis, en anaerobiosis o después de la 

transición anaerobiosis-aerobiosis.   

Se observaron reveladas con los anticuerpos anti-Ub y anti-R las formas de 

120 kDa y de 60 kDa en los extractos crudos de esporas y de todas las condiciones 

de cultivo (Figura 55).  

Por otra parte en las fracciones purificadas por cAMP-agarosa 

independientemente del origen de la muestra, en ninguna se observa la banda de 

Figura 54- Western blot extractos crudos . Western blot de extractos crudos de las cepas 
R7B y ∆R1 crecidas en aerobiosis 4,30 hs en YPG pH 4,5 revelados con anti-R. 
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120 kDa, lo cual es consistente con lo observado las figuras 35A y 50. Por otra 

parte, en todas las condiciones se observa la banda de 60 kDa revelada por ambos 

anticuerpos sugiriendo que la ubiquitinación no estaría condicionada al menos por 

las condiciones de crecimiento analizadas.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 55- Ubiquitinación a lo largo de la diferenciación. Western blots revelados con anti-
Ub (paneles izquierdos) y anti-R (paneles derechos) de extractos crudos (EC) y de facciones 
purificadas por cAMP–agarosa (cA) de la cepa R7B (A) esporas, (B) cultivos aeróbicos 4,30 hs 
(C) levaduras (D) transición anaerobiosis-aerobiosis. 
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II.3. Discusión 

 El objetivo inicial de este capítulo de la tesis fue analizar el rol de la vía de 

PKA en la morfología del hongo M. circinelloides. 

Resultados previos de nuestro laboratorio mostraron que la actividad de PKA, 

juega un rol importante en la inducción del crecimiento filamentoso en Mucor. La 

sobrexpresión de la subunidad PKAR1 en M. circinelloides produce el apagado de la 

actividad PKA dando como resultado un incremento en la ramificación y una 

disminución de la velocidad de extensión del brote resultando en un fenotipo de 

hiperbranching o con un alto grado de ramificación (127).  

En este capítulo de la tesis se analizó el rol de la vía de PKA en el hongo 

dimórfico M. circinelloides mediante un abordaje genético que permitió estudiar in 

vivo las influencias de la enzima en la morfología y crecimiento fúngico. Inicialmente 

se analizó en forma directa la influencia de pkaR en la morfología y desarrollo del 

hongo, anulando el gen pkaR descripto como el único gen codificante para la 

subunidad R en M. circinelloides.  

La caracterización bioquímica de la mutante ∆R1 permitió observar que la 

ausencia del gen pkaR1 resultó en una actividad de unión a cAMP muy disminuida 

pero no nula y en una actividad quinasa que no fue independiente del nucleótido y 

presentó una relación de actividades -/+cAMP mayor que la cepa wt. En análisis por 

Western blot revelado con anticuerpo anti-R de proteínas con capacidad de unión a 

cAMP se detectaron dos bandas adicionales de PKAR en la cepa ∆R1. 

Los resultados de actividad quinasa, de actividad de unión a cAMP y los de 

Western blot, sugirieron la existencia de más de un gen codificante para la 

subunidad R de PKA. Se predijeron tres genes adicionales a los que se llamó 

pkaR2, 3 y 4. Se confirmó la existencia de los mismos por espectrometría de masas 

de proteínas purificadas por cAMP-agarosa, y mediante RT-PCR semicuantitativa 

que permitió la detección de los mRNA de cada gen.  

Con el objetivo de estudiar si los distintos genes pkaR cumplen funciones 

diferenciales en la morfología y en la regulación de la actividad quinasa de PKA de 

M. circinelloides, se decidió anular los otros genes pkaR comenzando por pkaR2 

que presentaba altos niveles de expresión en la mayoría de las condiciones de 

crecimiento analizadas previamente. 
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Al comparar las mutantes entre sí se vio que ∆R2 presenta una actividad de 

unión a cAMP menor que ∆R1. Esto podría deberse a que la cantidad de proteína 

PKAR2 expresada en las condiciones de crecimiento en las que se realizó el ensayo 

era mayor que la de PKAR1 (Figura 38B), y/ o que PKAR2 presenta mayor afinidad 

por cAMP que PKAR1. También se pudo observar que ∆R1 presentó menor 

actividad quinasa total y que la actividad quinasa era menos dependiente de cAMP 

que la de ∆R2. Las proteínas identificadas en M. circinelloides, difieren entre sí en el 

extremo amino terminal y en la región linker. En el capítulo I se demostró que la 

afinidad de interacción entre R-C de M. circinelloides es mayor que en la holoenzima 

de eucariotas superiores, y que en parte esa alta afinidad de interacción observada 

en la PKA de Mucor se debe a la presencia de un grupo de residuos ácidos 

presentes en el linker I (238). PKAR1 y PKAR4 poseen un mayor número de 

residuos ácidos en la región linker I que PKAR2 y PKAR3, por lo que la interacción 

entre estas últimas isoformas y C debería ser menor que la interacción entre PKAR1 

y PKAR4 con C. Como el mRNA de pkaR4 está en muy bajos niveles a las 4 horas 

de germinación (Figura 36A), la actividad quinasa medida en esas condiciones 

(Figura 30 y 42) debería ser consecuencia principalmente de la expresión los genes 

de pkaR 1, 2 y 3 en la cepa wt y de pkaR2 y 3 en la mutante ∆R1 (Figura 31A). El 

menor número de residuos ácidos en PKAR2 y 3, y consecuentemente su menor 

afinidad por C, podrían explicar la menor dependencia de cAMP de la actividad PKA 

en la mutante ∆R1 respecto a ∆R2 y a la cepa wt. En ∆R2 pkaR4 posee niveles de 

expresión aumentados y pkaR3 disminuidos. Debido a la presencia de las dos 

isoformas ricas en residuos ácidos (PKAR1 y PKAR4) (Figura 46) esta mutante 

presenta actividad quinasa con mayor dependencia de cAMP.  

Existen diferencias en los resultados publicados respecto a los efectos 

observados sobre la actividad PKA en mutantes de subunidad R. En una cepa 

mutante de A. niger, la actividad de PKA no mostró ningún cambio, sugiriendo la 

probable existencia de otro gen que lleve a cabo similares funciones (141). En otros 

hongos, sin embargo, la actividad de PKA en las cepas con la subunidad R anulada, 

fue mayor o menor que las cepas wt (96, 101, 137). 

Las cepas ∆R1 y ∆R2 difieren también fenotípicamente de la cepa wt y entre 

sí. En medio sólido ∆R1 mostró menor producción de esporas y una disminución de 

la velocidad de crecimiento radial respecto a la wt, no obstante ninguno de estos 

cambios fenotípicos se observaron en ∆R2. La disminución de la velocidad de 
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crecimiento radial parece ser una característica común a las mutantes de subunidad 

R de los hongos filamentosos ya que también se observó para A. niger, N. crassa y 

C. lagenarium (94, 141, 239). El efecto sobre la esporulación varía en los distintos 

hongos desde incapacidad de producir conidias en A. niger a retardo en A. 

fumigatus o disminución en C. lagenarium. Todos estos resultados indican un 

probable rol de la PKA en la reproducción asexual de estos organismos (141, 142, 

239).  

Durante el crecimiento en cultivo líquido, las cepas wt, ∆R1 y ∆R2 

presentaron distintas cinéticas de germinación. La emisión del tubo germinativo en 

condiciones aeróbicas en las cepas mutantes fue más temprano y el volumen de las 

células madres fue menor comparado con la cepa wt, pero se diferenciaron entre sí, 

ya que los tubos germinativos de la cepa ∆R1 fueron más cortos que los de la wt 

mientras que en ∆R2 fueron más largos e irregulares. En cultivos anaeróbicos, la 

levadura madre gemante de ambas cepas mutantes presentó un volumen menor 

que el de la cepa wt y esta diferencia de volumen se mantuvo luego de la transición 

anaerobiosis-aerobiosis.  

Todos los efectos fenotípicos observados en las cepas mutantes son menos 

severos que los observados en algunos hongos filamentosos. Un ejemplo de ello es 

una cepa mutante de subunidad R de PKA de N. crassa que presenta una pérdida 

total del crecimiento polar (94). Otros hongos filamentosos, como A. fumigatus, 

muestran cambios morfológicos muy débiles luego de la disrupción de pkaR, tales 

como crecimiento reducido, defectos en la germinación y ensanchamiento de la hifa 

sin evidencias de pérdida de la polaridad durante el crecimiento en medio líquido 

como ocurre en nuestro caso (142). Por otro lado la anulación del gen que codifica 

para la subunidad R en C. albicans y Y. lipolytica es letal (137, 234).  

Como vimos las cepas ∆R1 y ∆R2 presentaron distinta actividad quinasa y 

distintos fenotipos. Integrando estos resultados con resultados previos de nuestro 

laboratorio, podríamos proponer que en el caso de ∆R1, al ser las células madres 

más pequeñas y tener una holoenzima mas fácilmente activable es probable que 

llegue más rápidamente a la concentración crítica umbral necesaria para la emisión 

del tubo germinativo (135). 

Para ∆R2 si bien las células son más chicas que las wt el grado de 

dependencia de la holoenzima con cAMP es mayor, sin embargo, las células brotan 

mucho antes que las células wt. En este proceso deben estar influyendo otros 
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factores además de alcanzar un nivel umbral crítico de actividad PKA, como la 

localización subcelular a través del anclaje de PKA mediado por las distintas 

isoformas de R, dando como consecuencia una compartamentalización muy 

especializada. 

Así como se encontraron distintas isoformas de R, se describió también la 

existencia de isoformas de C. En mamíferos existen 4 genes codificantes para 

subunidad R (RIα, RIβ, RIIα, RIIβ) y tres genes que codifican para subunidad C (Cα, 

Cβ, Cγ).En varios Ascomycetes (S. cerevisiae, C. albicans, A. niger, A. nidullans y A. 

fumigatus) y dos Basidiomycetes (U. maydis y C. neoformans) la subunidad C está 

codificada por dos o tres genes, aunque poseen o están descriptos un solo gen para 

subunidad R. En nuestro caso se definieron en principio 5 genes que codifican para 

cada isoforma de C. 

Al analizar los niveles de mRNA de R y C se observó que en la cepa wt los 

niveles de mRNA de los genes pkaR varían en las distintas etapas de crecimiento, 

indicando un rol diferencial para cada isoforma durante el desarrollo. 

Del análisis de la expresión de los mRNA en las mutantes se pudo ver que la 

ausencia de pkaR1 en la cepa mutante ∆R1 no modifica el patrón de expresión de 

los otros tres genes. Esto hace pensar que la función de esta isoforma podría ser 

redundante con al menos una de las otras isoformas. Sin embargo, la ausencia de 

pkaR2 en ∆R2 genera un aumento de la expresión del mRNA de pkaR4 y una 

disminución del mRNA de pkaR3.  

Al analizar la expresión de los genes pkaC no se observaron variaciones con 

las condiciones de crecimiento ni en la cepa wt ni en la mutante ∆R1, y tampoco 

parecen afectarse por la ausencia del gen pkaR1. La falta de alteración en los 

niveles de mRNA de pkaC en la mutante ∆R1 se diferencia de resultados previos 

publicados que indican una mayor expresión de una de las isoformas PKAC al 

sobrexpresar PKAR1 (112).  

La disminución de la actividad total de PKA en la mutante ∆R1 entonces no 

parece deberse a una disminución de la expresión de las isoformas de C 

analizadas. Esta disminución podría deberse a una regulación post-transcripcional, 

a una mayor degradación de C por el mayor grado de activación de la holoenzima 

y/o a la existencia de otras múltiples isoformas de PKAC además de las descriptas 

en este trabajo, cuya expresión si podría estar modificada en ∆R1 (240). 
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Se analizó minuciosamente la distribución de exones e intrones en los cuatro 

genes pkaR y se encontró que pkaR1, 2 y 4 tienen dos intrones en posiciones 

equivalentes, mientras que pkaR3 tiene un solo intrón. Esto sugiere que 

posiblemente la presencia de cuatro genes pkaR sea el resultado de múltiples 

rondas de duplicación que involucren duplicación del genoma entero (whole genome 

duplication,WGD), segmentos menores de DNA, o genes individuales. No existen, 

sin embargo, evidencias de eventos WGD en Zygomycetes. La duplicación génica 

es un tema recurrente en la biología de los Zygomycetes y se han publicado 

numerosos ejemplos (170-172). Además mediante un estudio comparativo de la 

secuencia de 34 genomas fúngicos completos representantes de una amplia 

diversidad de especies de Ascomycetes y Basidiomycetes y el Zygomycete R. 

oryzae, se observó que la multiplicidad de isoformas de una proteína varía 

ampliamente entre las especies fúngicas, pero el Zygomycete R. oryzae posee el 

mayor número de grupos de duplicación de todos los hongos analizados (241). Una 

comunicación reciente (242) indica que el orden y el arreglo genómico de los pares 

de genes duplicados y su origen filogenético común proveen evidencias de WGD en 

un ancestro de R. oryzae; pero un análisis preliminar del genoma de Mucor y de 

Phycomyces indica que no ocurrió WGD en ninguno de estos dos últimos (236). 

Nuestros resultados sugieren que los eventos de duplicación que dieron origen a las 

cuatro copias de los genes pkaR, tuvieron lugar muy tempranamente en la línea 

evolutiva de los Zygomycetes porque cada PKAR homóloga de M. circinelloides, se 

encuentra más relacionada a las ortólogas de R. oryzae y P. blakesleeanus que a 

sus otros parálogos (Figura 47B). Estas tres duplicaciones génicas no incorporaron 

genes flanqueantes, sugiriendo que los genes pkaR se originaron a partir de una 

duplicación limitada dentro del genoma.  

La multiplicidad de genes en los Zygomycetes parece no estar relacionada 

solamente a la vía de señalización cAMP-PKA dado que se han encontrado 

múltiples isoformas de proteínas no relacionadas con esta vía como los genes de 

quitina sintasa (171), los genes white collar (172) y glicósido hidrolasa (mce). El 

caso de los genes white collar es de interés particular, porque un análisis funcional 

sugiere que adquirieron diferentes funciones luego de la duplicación (172, 226), 

aunque parece haber un menor grado de redundancia que en los genes pkaR. Un 

mecanismo evolutivo similar pudo haber retenido las distintas isoformas PKAR que 

pudieron haber adquirido distintas especificidades luego de un proceso de 
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subfuncionalización (243), lo que explica la existencia de patrones de expresión 

diferentes. 

Finalmente, del análisis de modificaciones post-traduccionales se encontró 

una serie de bandas de 120 kDa que eran reconocidas por los anticuerpos anti-R y 

anti-Ub. Estos resultados indicarían que esas proteína serían formas ubiquitinadas 

de R, lo que fue confirmado por inmunoprecipitación. En gradiente de sacarosa las 

formas de 120 kDa están asociadas a actividad quinasa y a actividad de unión a 

cAMP (Figura 49A). Mediante el análisis por DEAE-celulosa se pudo observar que la 

actividad de unión a cAMP estaba dada por las subunidades R de menor PM y que 

las fracciones que contienen a las proteínas de alto PM no presentan dicha actividad 

(Figura 50). Además en purificaciones de cAMP-agarosa esas proteínas no quedan 

retenida en la resina (Figura 35A), sugiriendo que la ubiquitinación estaría 

interrumpiendo su capacidad de interactuar con cAMP. Por otra parte, la 

modificación post-traduccional no alteraría su capacidad de interactuar con la 

subunidad C, como indica su comportamiento en gradientes de sacarosa 

disociantes y no disociantes (Figura 49A y B). 

El hecho de que existan formas de R modificada sin capacidad de unir cAMP 

y que estas se observen mayormente en cultivos de fase logarítmica tardía, sugiere 

en que esta modificación post-traduccional podría estar relacionada con la 

regulación de la quinasa posterior a su activación, ya que una vez que una proteína 

quinasa es activada existen diversos mecanismos para apagar su actividad y en 

muchos casos su activación inicia su down regulation mediante la activación de la 

degradación vía ubiquitina/ proteosoma (192), La ubiquitinación puede acoplar la 

activación y el apagado de una vía de transducción de señales ya que esto permite 

un control preciso del tiempo de vida medio de los componentes activos. Ejemplo de 

esto son la proteína quinasa ribosomal S6 y la proteína quinasa C (195) que 

pertenecen a las AGC quinasas (196) y la quinasa SGK-1 (197). 

Las formas de 120 kDa se observan tanto en las mutantes ∆R1 como ∆R2, lo 

cual sugiere que esa proteína no correspondería a formas modificadas provenientes 

ni de PKAR1 ni de PKAR2. Al menos la forma presente en mayor concentración que 

es la detectada por el anti-Ub en extractos crudos. 

La proteína de 60 kDa que fue reconocida por los anticuerpos anti-R y anti-

Ub, pareciera corresponderse a una monoubiquitinación de PKAR2 (Figura 53). Este 

tipo de modificación suele estar asociada a destinos diferentes al de degradación 
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vía proteosoma ya que se vio que pueden modificar la interacción con otras 

proteínas, la localización o modular la actividad proteica (175). Por lo tanto la 

ubiquitinación de PKAR2 podría estar asociada a modificar alguna propiedad de la 

proteína como su localización, su capacidad de unión a cAMP o su interacción con 

C.  

Finalmente, la proteína de 120 kDa y la de 60 kDa se observan en todos los 

estadíos de crecimiento estudiados, indicando que la modificación post-traduccional 

podría ser independiente del estadío de crecimiento (Figura 55).  

Queda pendiente entonces definir las funciones de estas dos 

ubiquitinaciones, una en PKAR2 y la otra en PKAR3 y/o PKAR4. 

Los resultados de este capítulo confirman que la PKA está involucrada en 

múltiples procesos en la fisiología de M. circinelloides. Está muy bien estudiado que 

en los sistemas de mamíferos hay multiplicidad de posibles holoenzimas de PKA 

debido a la existencia de cuatro subunidades R y tres subunidades C. El hallazgo de 

múltiples subunidades R y C de la PKA de Zygomycetes genera una situación que 

parece ser tan compleja como la de mamíferos y plantea el desafío de estudiar 

como participa cada tipo holoenzima en las distintas etapas del desarrollo, sus 

especificidades en la fosforilación de sustratos y sus diferentes roles en la 

diferenciación. 
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PKAC, una isoforma con características de 

pseudoquinasa? 
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III.1. Introducción y objetivos específicos 

Las proteínas que pertenecen a la familia de las proteínas quinasas poseen 

un dominio conservado que es conocido como dominio quinasa o dominio catalítico. 

Este dominio está compuesto por 250-300 residuos de aminoácidos que se pueden 

subdividir en doce subdominios (I-XII) que tienen la característica de estar formados 

por residuos altamente conservados y nunca son interrumpidos por grandes 

inserciones de aminoácidos. Como se detalla en la introducción de la tesis, los 

motivos requeridos para la actividad quinasa han sido extensamente caracterizados 

(13, 244, 245). 

Dentro de la gran familia de las proteínas quinasas (PKs) se encontró un 

subgrupo de quinasas que fueron llamadas pseudoquinasas. Este subgrupo de 

proteínas se denominó de esta manera por carecer de uno o más de los residuos 

conservados esenciales para la actividad catalítica.  

Una quinasa es definida como posible pseudoquinasa a partir de su 

secuencia cuando carece de al menos uno de los cuatro motivos del dominio 

catalítico que son esenciales para la catálisis. Esos cuatro motivos son: 

1. el motivo VAIK del subdominio II, que en PKA es YAMK 

2. el motivo HRD del subdominio VIB, en PKA YRD 

3. el motivo DFG del subdominio VII 

4. y más reciente se propuso que alteraciones en el loop G de unión a ATP 

servirían también como marcador de pseudoquinasas (202). Estos dominios 

están marcados con líneas de color verde en la figura 56. 

PKAC de M. circinelloides conserva intacto el motivo YAMK del subdominio II, 

el motivo DFG del subdominio VII y la secuencia GxGxxG del subdominio I que 

constituye el sitio de unión a ATP. Sin embargo tiene sustituidos el aspártico del 

motivo HRD del subdominio VIB (112). 

Si bien en principio se definía a una pseudoquinasa en función de su análisis 

de secuencia. Se han empezado a encontrar ejemplos que muestran que no todos 

los dominios quinasas que carecen de residuos esenciales son inactivos. Por 

ejemplo, cuatro isoformas de la quinasa Wnk fueron clasificadas inicialmente como 

pseudoquinasas por carecer de la lisina del motivo VAIK (246). Sin embargo, Wnk1 

es catalíticamente activa y estudios estructurales del dominio catalítico demostraron 

que un residuo lisina en el subdominio I sustituye al residuo de lisina perdido en el 

subdominio II (203). Varios otros ejemplos de quinasas pensadas inicialmente 
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inactivas cuya actividad luego se demostró han sido publicados, como el caso de las 

quinasas CASK, Titin, Haspin o Ryk (204, 205, 247-249). El caso de CASK es muy 

particular, ya que presenta una actividad catalítica inusual, dado que es capaz de 

fosforilar en ausencia de Mg2+ y la presencia de este ión actúa como inhibidor (204, 

205). Por otro lado hay ejemplos de proteínas quinasas que presentan alterados 

algunos de los motivos mencionados que no se les ha podido medir actividad, como 

ILK que presenta alteraciones en el motivo HRD y DFG (250), o KRS1 y KRS2 con 

alteraciones en el HRD (251). Estas últimas al igual que PKA, pertenecen al grupo 

de las proteínas quinasas denominadas AGC. 

Las pseudoquinasas ``verdaderas´´ son consideradas inactivas y serían 

vestigios remanentes de quinasas activas que cumplirían una función de scafffold o 

andamiaje y están tomando importancia por su rol regulatorio en varias vías de 

transducción de señales (199). 

Dado que hay ejemplos de quinasas con alteraciones en su secuencia que 

pueden presentar actividad, es importante determinar si una quinasa definida como 

putativa pseudoquinasa a partir del análisis de su secuencia, es verdaderamente 

inactiva y definirla como una ``verdadera´´ pseudoquinasa. 

Análisis bioquímicos permiten verificar si la quinasa posee o no actividad y el 

análisis de su estructura permite justificar la falta o no de actividad. Una quinasa que 

presenta alteraciones en su secuencia puede mantener la actividad catalítica si esas 

alteraciones resultan compensadas en su estructura (203). 

Junto con el primer gen clonado y secuenciado para la subunidad R en M. 

circinelloides, se clonó y secuenció un gen codificante para una subunidad C (112). 

Como se vio en el capítulo anterior, estos genes codifican sólo para una de las 

múltiples isoformas de R y C presentes en el hongo. 

Si bien, el gen pkaC codifica para una proteína que contiene un dominio 

quinasa que posee alta homología con las proteínas quinasas serina / treonina, 

llamó la atención la falta de ciertos residuos esenciales para la actividad catalítica. 

Sabiendo de la existencia de múltiples genes pkaC, se planteó la posibilidad de que 

este gen sea una pseudoquinasa. Esta hipótesis se abordó haciendo un análisis de 

la secuencia de aminoácidos de PKAC y haciendo ensayos para probar si esta 

quinasa inusual posee o no actividad catalítica. 
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III.2. Resultados 

III.2.1. Análisis de la secuencia de PKAC 

 Se realizó una comparación de secuencias, haciendo un alineamiento entre 

las secuencias de aminoácidos correspondientes a PKAC de M. circinelloides con 

las secuencias de la isoforma de la Cα bovina (Bos taurus) y la isoforma Cα de 

ratón (Mus musculus) para analizar las características del dominio catalítico de 

PKAC (Figura 56).  

Del análisis de secuencias se observa en primera instancia que PKAC posee 

un extremo amino terminal diferente mucho más largo que las otras dos 

subunidades C. Otra característica es la inserción en el subdominio I del core 

catalítico de un residuos de valina. Esto es llamativo ya que no se esperan 

inserciones ni deleciones dentro de los subdominios del core catalítico (13). Por 

fuera y río arriba del subdominio I, PKAC presenta otra inserción de 10 residuos. 

Hacia el carboxilo terminal por fuera de la zona correspondiente al dominio catalítico 

también se observa otra inserción de varios residuos. Esto resulta llamativo ya que 

PKA pertenece al grupo de las proteínas quinasas denominadas AGC y una 

característica de este grupo es tener conservado el extremo C-terminal (252). 

También se observa una inserción de 5 residuos en el subdominio VIII. Las 

modificaciones indicadas hasta acá están marcadas en la figura 56 con círculos de 

color violeta. 

A pesar de estas diferencias, presenta un 34% de identidad con Cα bovina y 

Cα de ratón. Dentro de los IX subdominios del dominio catalítico, se observó que 

residuos conservados y algunos claves para la actividad quinasa están ausentes en 

PKAC: 

1) Ácido aspártico 166 del subdominio VIB, encargado de orientar al grupo hidroxilo 

del sustrato (28) con un rol clave en la fosfotransferencia. Este residuo pertenece 

al motivo HRD, es uno de los que frecuentemente se altera en las 

pseudoquinasas. 

2) Asparagina 171, también del subdominio VIB, que participa en la coordinación 

del Mg2+ secundario. Ambos residuos se encuentran ubicados en el llamado loop 

catalítico. 

3) Treonina 197, reemplazada por leucina. Como se mencionó en la introducción de 

la tesis, la autofosforilación de este residuo convierte a la enzima de un estado 
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inactivo a uno activo (20). Esta es una característica de las quinasas en general. 

Si bien no todas se fosforilan, la mayoría sufre una fosforilación en el segmento 

de activación en este residuo o en otros de función semejante (253). Si bien este 

residuo está ausente en PKAC, el residuo equivalente a la T197 posee en 

posición adyacente un residuo de ácido aspártico, que podría suplir la función de 

T197 fosforilada. La ausencia de fosforilación en la T197 es crítica para la C de 

mamíferos, sin embargo, no es tan importante para S. cerevisiae. TPK1, posee 

una treonina análoga a ese residuo en posición 241 y una mutación T241A, no le 

hace perder la actividad catalítica a esta isoforma, pero afecta su afinidad por la 

subunidad regulatoria BCY1 (81). Sin embargo, no parece ser una regla para las 

PKAs de hongos, ya que la activación in vivo de la PKA de 

Schizosaccharomyces pombe requiere la fosforilación de T356 presente en el 

loop de activación, que se corresponde con T197 de mamíferos (254). 

4) Histidina 87 y treonina 195. La T197 coordina el sitio activo estableciendo 

puentes con la H87, R165, T189 y T195, de los cuales H87 y T195 se 

encuentran ausentes en PKAC (Figura 56). Se ha definido que la R194 es 

necesaria para permitir la fosforilación de la T197. En PKAC ese residuo también 

se encuentra ausente (255). 

5) Treonina 201, está reemplazada por valina. Este residuo junto con D166 y K168 

participan en la liberación del ADP. 

6) Las fenilalaninas 54 y 187 que ayudan a mantener el sitio activo libre de agua en 

su conformación cerrada (27), están reemplazadas por valina y leucina. Siendo 

ambas hidrofóbicas podrían cumplir la misma función. 

7) Para poder llevar a cabo una actividad catalítica finamente regulada, las 

regiones distales de una quinasa deben comunicarse alostéricamente entre 

ellas. (256, 257).  

Los residuos V57, M120, L173 y T327 se reordenan durante la unión al 

nucleótido (79) La PKAC de M. circinelloides conserva los residuos 

mencionados, salvo la T327.  

8) En el C terminal se definieron también residuos importantes que participan de la 

unión del sustrato entre ellos la Y330. Estos residuos actúan como mediadores 

de la unión del Mg2+ y el anclaje del ADP. Siendo muy diferente el C-terminal de 

PKAC, se hace muy difícil el análisis de la presencia de residuos análogos a los 

descriptos en la C de superiores en esta zona.   
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Si bien, como se mencionó en la introducción, sustituciones en la secuencia de 

una proteína pueden ser suplidas en función por algún residuo distante en la 

secuencia lineal pero que logra posicionarse al adoptar la estructura correcta, 

siendo varias las diferencias encontradas en PKAC respecto a las secuencias de C 

de mamíferos, esta isoforma de PKA en M. circinelloides podría ser una 

pseudoquinasa. 
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III.2.2. Medición de actividad quinasa 

 Con el objetivo de poder hacer ensayos bioquímicos para determinar la falta o 

no de actividad catalítica de PKAC, se subclonó su cDNA de 1820 pb en el vector de 

Figura 56- Comparación de las secuencias PKAC-C α Bos taurus-Cα Mus musculus. Se 
realizó un alineamiento con las secuencias proteicas de PKA-Cα bovina, PKA-Cα de ratón y 
PKAC de M. circinelloides. Sobre las secuencias se indican con líneas de colores y números 
romanos los subdominios definidos dentro del core conservado para todas las PKs. Los 
residuos invariantes para los miembros de la familia de las PKs se indican con lineas verdes y 
los que están sustituidos en PKAC con círculos rojos. Con flechas rojas se indican otros 
residuos importantes ausentes en PKAC y en violeta se indican las inserciones y deleciones. 
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expresión pESC-ura bajo la regulación del promotor Gal1 y se expresó en distintas 

cepas de levaduras como proteína de fusión con epitope c-Myc.  

Los tres genes de subunidad C de S. cerevisiae tpk1 tpk2 y tpk3, no pueden 

ser anulados juntos, ya que ese tipo de mutación es letal para la levadura. Sin 

embargo se ha logrado una mutante tpk1w, que tiene anulados los genes tpk2 y tpk3, 

y además posee una mutación en tpk1 de manera que codifica para una proteína 

funcionalmente atenuada (fenotipo “weak”). 

Se emplearon dos cepas con distintos fondos genéticos, ambas poseen 

deleciones de los genes tpk2 y tpk3, y además presentan la forma atenuada de tpk1 

(tpkw1). La diferencia entre ambas cepas es que la primera, tpk1w (tw), posee una 

versión normal del gen bcy1 y la segunda, tpk1w bcy1∆ (twb∆), presenta una 

deleción de este gen (ver Materiales y Métodos). Estas cepas poseen niveles de 

actividad PKA casi indetectables. 

 

III.2.2.a. Expresión de PKAC en levaduras 

Se verificó primero la expresión del gen pkaC en las levaduras transformadas 

analizando los niveles de mRNA y proteína mediante RT-PCR y Western blot 

revelado con anticuerpo anti-cMyc (Figura 57). 

 Los resultados indicaron que PKAC se expresaba correctamente en 

ambas cepas a partir de la construcción realizada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 57- Expresión en levaduras del gen pkaC. (A) RT-PCR de las cepas calle 1: tw, calle 
2: tw transformada con el vector vacío (tw/V), calle 3: twb∆, calle 4: twb∆ transformada con el 
vector vacío (twb∆/V), calle 5: tw transformada con el vector con C (tw/C) y cale 6: twb∆ 
transformada con el vector con C (twb∆/C). El gel de abajo muestra un control con primers del 
promotor de tpk1. (B) Western blot revelado con anti-cMyc de extractos crudos de las cepas 
calle 1: tw/C, calle 2: tw/V, calle 3: tw, calle 4: twb∆ /C, calle 5: twb∆/V y calle 6: twb∆. Debajo 
del Western blot se muestra el control de carga teñido con rojo Ponceau. Las cepas vacías 
fueron crecidas en medio YPgal y las transformadas en YNB ura- gal. 
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III.2.2.b. Medición de actividad quinasa de PKAC 

Con el objetivo de analizar si PKAC posee actividad quinasa a pesar de las 

sustituciones en residuos claves para la actividad catalítica, se realizaron ensayos 

de actividad quinasa a partir de fracciones enriquecidas en holoenzima por 

precipitación con (NH4)2SO4 60% de las cepas tw o twb∆ transformadas con vector 

vacío o con el cDNA de pkaC, y se evaluó la capacidad de las fracciones de 

fosforilar kemptido. En la cepa tw los ensayos se realizaron en presencia o en 

ausencia de cAMP para evaluar la dependencia con el nucleótido cíclico y la 

interacción con la subunidad BCY1.  

No se detectó actividad quinasa de PKAC en ninguna de las cepas 

analizadas (Figura 58).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

También se ensayó actividad quinasa utilizando otro sustrato en lugar de 

emptido. El sustrato empleado fue Nth-1 derivado de la secuencia de trealasa neutra 

de S. cerevisiae. Este péptido fue descripto como sustrato de la Cα bovina y de las 

isoformas TPK1 y TPK2 de S. cerevisiae (258). Se ensayó actividad quinasa con 

este sustrato porque está demostrado que es mejor sustrato de PKA en levaduras, 

Figura 58- . Medición de actividad quinasa de PKAC. Se determinó actividad fosforilante de 
kemptido y de Nth-1 en fracciones enriquecidas en PKAC por precipitación con (NH4)2SO4 60% 
en las cepas twb∆/V, twb∆/C, tw/V y tw/C en presencia y ausencia de cAMP según se indica. 
Las cepas se crecieron en medio selectivo en presencia de galactosa. Las unidades de 
actividad quinasa se definen como pmol de 32P incorporado en el sustrato por min por μg de 
proteína a 30ºC. Los datos mostrados corresponden a un experimento representativo de cinco 
ensayos realizados con preparaciones independientes.  
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dado que posee una mayor Ke (constante de especificidad). Posee una Km menor 

que la del kemptido y una Vmax que es cinco veces mayor. 

Si bien, que sea mejor sustrato para quinasas de otros organismos no 

asegura que también lo sea para PKAC, se quiso descartar la posibilidad de que el 

kemptido sea pobremente reconocido por esta isoforma de quinasa. 

Con este sustrato tampoco se pudo detectar actividad quinasa con Nth-1 en 

ninguna de las cepas ensayadas (Figura 58).  

 

III.2.2.c. Requerimiento de magnesio  

 Como se mencionó en la introducción de este capítulo, recientemente 

se describió una proteína que fue pensada inicialmente como pseudoquinasa pero 

que presenta la propiedad inusual de fosforilar en ausencia de Mg2+. Es el caso de 

la CASK, una quinasa que por carecer del motivo DFG se la pensó inicialmente 

inactiva, pero al cristalizar su estructura y compararla con la de otras quinasas, se 

encontró que adoptaba una estructura constitutivamente activa capaz de unir ATP 

diferenciándose de las quinasa convencionales que para adoptar esta conformación 

requieren de la unión de Mg2+. En las quinasas la unión del fosfato del ATP está 

coordinada por la presencia de los iones Mg2+ que establecen interacciones con el 

residuo de ácido aspártico del DFG. En CASK estas interacciones con los fosfatos α 

y β del ATP se establecen a través de residuos de histidina y lisina presentes en la 

propia molécula. Se describió incluso inhibición de la actividad catalítica en 

presencia de este ión en ensayos in vitro aunque no se conoce el mecanismo 

preciso por el cual se da la inhibición (204).   

Teniendo en cuenta este antecedente se realizó el ensayo de actividad 

quinasa en presencia y en ausencia de Mg2+. 

En estos experimentos tampoco se detectó actividad quinasa significativa en 

ninguna de las condiciones analizadas (Figura 59). 

Si bien estos resultados se deberían complementar con la cristalización de la 

proteína para obtener su estructura y analizar los cambios que pudiera presentar 

que justifiquen la falta de actividad, en conjunto sugieren que la isoforma PKAC 

podría ser una pseudoquinasa. 
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III.2.3. Acumulación de glucógeno en levaduras  

Como no se pudo medir actividad quinasa de PKAC en ensayos in vitro, se 

utilizó otro abordaje para evaluar la posibilidad de que la proteína PKAC expresada 

en levaduras tuviera actividad catalítica. Para ello se analizó si la sobrexpresión de 

PKAC modificaba uno de los fenotipos asociados a la vía cAMP-PKA en cepas 

transformadas con el plásmido que contiene el cDNA para dicha proteína. 

Existen en levaduras, según se explicó en la introducción, fenotipos 

indicativos de alta o baja actividad quinasa A. Si se anula el gen bcy1, el resultado 

es una cepa que posee una actividad de PKA constitutiva e independiente de cAMP, 

Figura 59- Requerimiento de magnesio. Determinación de actividad PKA en fracciones 
enriquecidas en holoenzima por precipitación con (NH4)2 SO4 60% de las cepas (A) tw/V y (B) 
tw/C en presencia o ausencia de cAMP y de iones Mg2+ según se indica. Las cepas se 
crecieron en medio selectivo en presencia de galactosa. Los datos mostrados corresponden a 
un ensayo representativo de cinco realizados con preparaciones independientes.  La actividad 
quinasa se expresa en unidades (U) según se define en materiales y métodos. 

A 

B 



Capítulo III 

155 
 

ya que no se inhibe la actividad catalítica, por lo tanto una cepa con esta 

característica presenta fenotipos indicativos de alta actividad quinasa, como por 

ejemplo baja acumulación de glucógeno.  

El otro extremo es una cepa con fenotipo weak, tpk1w, la cual presenta una 

mutación y por lo tanto actividad quinasa no medible. Esta cepa presenta, por lo 

tanto, fenotipos indicativos de baja actividad quinasa. En el caso del glucógeno la 

acumulación es alta. 

Se analizó este fenotipo para evaluar si las cepas que expresan PKAC 

poseían o no una vía más activa de cAMP-PKA que las cepas sin transformar. Se 

utilizó como control a la cepa TPK1bcy1Δ que presenta un fenotipo que se 

correlaciona con alta actividad quinasa. La acumulación de glucógeno se analizó 

mediante tinción con yodo de las colonias transformadas con los distintos vectores. 

Como se ve en la figura 60, las cepas se tiñeron con yodo con igual intensidad, lo 

que indica una acumulación de glucógeno similar y por lo tanto una baja actividad 

quinasa. La cepa control que posee anulado el gen bcy1 presenta la tinción más 

baja indicativa de alta actividad quinasa A. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 De este análisis se concluye, al igual que las mediciones in vitro de 

actividad quinasa, que PKAC no tendría actividad. 

Figura 60- Acumulación de glucógeno. Se crecieron las cepas TPK1bcy1∆, tpk1w, tpk1w/V, 
tpk1w/C, tpk1w bcy1∆, tpk1w bcy1∆/V y tpk1w bcy1∆/C en medio YP gal 48 hs a 30°C y se tiñeron 
por exposición a vapores de yodo (1). Se muestra un ensayo representativo de 3 experimentos. 
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Se podrían haber evaluado otros fenotipos asociados a PKA sin embargo, 

este resultado sumado a los ensayos in vitro de medición de actividad, nos 

parecieron suficientes para concluir que PKAC no tendría actividad quinasa al 

menos en el sistema de levaduras. 

 

III.2.4. Interrupción del gen pkaC 

Asumiendo que PKAC no posee actividad catalítica en M. circinelloides, 

surgió el interrogante de si el gen pkaC tendría alguna actividad esencial no 

redundante con los genes que codifican las otras isoformas PKAC, o si sería sólo un 

vestigio evolutivo sin función, presente como un resabio de un gen ancestral que 

habría dado origen a los otros genes pkaC funcionales. 

 Para analizar si el gen pkaC cumple alguna función importante en la célula, 

se trató de construir una cepa knockout para este gen. La interrupción se realizó con 

la misma estrategia utilizada para la interrupción de los genes pkaR1 y 2. Se anuló 

el gen mediante reemplazo génico usando un vector knockout con el marcador de 

selección pyrG. Se transformó la cepa de M. circinelloides con un fragmento del 

vector knockout que contiene al gen pyrG rodeado de las regiones de los extremos 

5’ y 3’ del gen pkaC suficientes para permitir la recombinación homóloga (259, 260). 

Se realizaron varias transformaciones sin éxito hasta que se obtuvieron en una de 

ellas 43 transformantes iniciales que se crecieron durante varios ciclos vegetativos 

hasta obtener 15 clones con un porcentaje considerable de crecimiento en medio 

selectivo respecto al medio sin selección. Se analizaron esos clones por PCR y se 

encontró que 4 de ellos presentaban la interrupción para el gen pkaC. 

Para corroborar la interrupción del gen pkaC y la homogeneidad de núcleos, 

se realizó un análisis por PCR de los cuatro clones candidatos. Se utilizaron dos 

pares de primers Sec2F-p2 que debían dar un producto de 0,8 kb si el alelo está 

interrumpido y el par Caf-Car, que deberían dar un producto de 1,1 kb a partir del 

gen sin interrumpir (Figura 61B).  

Se comprobó con este análisis que a partir de los cuatro clones se obtenían 

ambos productos y por lo tanto eran heterocariontes ya que presentaban tanto 

copias del alelo wt como del interrumpido (Figura 61A). A estos clones se los 

denominó ∆C.  
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Cuando se interrumpe un gen los núcleos wt suelen perderse luego de dos o 

tres pasajes en medio selectivo. Dado que tras 15 pasajes se seguía detectando la 

presencia de núcleos wt y el porcentaje de crecimiento en medio selectivo respecto 

al medio sin selección disminuía o se mantenía igual en lugar de aumentar, las 

opciones más probables eran: 

1) que hayan quedado restos de vector sin digerir en el DNA utilizado para la 

transformación 

2) que se tratara de una mutación letal  

3) que se tratara de inserciones múltiples.  

Cuando ocurren inserciones ectópicas mediante recombinaciones homólogas 

lo más probable es que ocurran a través del locus del marcador de selección, ya 

que la auxotrofía de la cepa está dada por una mutación puntual en dicho gen. Por 

otra parte, para el caso puntual del gen pkaC, si bien se conoce hoy la existencia de 

Figura 61- Interrupción del gen pkaC. Análisis de los alelos wt y mutante mediante PCR con 
los pares de primers Sec2F/p2 y Caf/Car. (A) Gel de agarosa 1% teñido con Bret con los 
productos de PCR analizados con el par de primers Sec2F/p2 calles1-5 y con el par de primers 
Caf/Car calles 6-10. Calles 1 y 6: cepa wt, calles 2 y 7: clon 4, calles 3 y 8: clon 10, calles 4 y 9: 
clon 19, calles 5 y 10: clon 25. (B) Esquema del locus pkaC wt e interrumpido y de los primers 
utilizados. E: EcoR I, B: Bgl II en la cepa wt y Bgl II / BamH I en la cepa mutante. 
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otros genes que presentan zonas de alta homología con este gen, pkaC difiere de 

estos principalmente en las regiones amino y carboxilo terminal que son las 

utilizadas para permitir la recombinación homóloga. Si bien podría haberse dado 

una inserción ectópica en múltiples lugares anulando otros genes esenciales para la 

célula, es muy baja la probabilidad de que hubiera ocurrido en varios individuos. Por 

lo tanto, consideramos esta última opción poco probable.  

 La posible presencia de vector sin digerir en los clones transformantes se 

analizó por PCR de cada clon positivo utilizando un primer que hibrida sobre la 

secuencia del vector (pv) y un primer que hibrida sobre la secuencia de pyrG (p2).  

Sólo se obtuvo un producto de 1,5 kb para el control positivo. Ninguno de los 

clones analizados dio el producto de PCR esperado. Esto indica ausencia de vector 

knockout sin digerir en los clones estudiados (Figura 62B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 62- Interrupción del gen pkaC. (A) Esquema del locus pkaC interrumpido. Están 
indicados los primers MC5 y p2. (B) gel de agarosa 1% teñido con BrEt, mostrando los 
productos de PCR de los cuatro clones candidatos (C) gel de agarosa 1 % teñido con BrEt con 
los productos de PCR. Calle 1: clon 4. calle 2: clon 10, calle 3: clon 19, calle 4 clon 25, calle 5: 
control positivo 
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La presencia de alelo interrumpido en el genoma se analizó utilizando el par 

de primers MC5-p2. El primer MC5 hibrida con el gen wt río arriba de la región 

clonada en el vector knockout, sólo daría producto si la construcción hubiera 

interrumpido el genoma de M. circinelloides (Figura 62A).  

Como resultado se obtuvo el producto de PCR esperado de 1,3 kb para los 

cuatro clones candidatos indicando que el alelo pkaC se encontraba interrumpido en 

el genoma de M. circinelloides (Figura 62C). 

 

III.2.5. Análisis de la posible letalidad de la anulación del gen pkaC 

 Para evaluar la posibilidad de letalidad de la mutación debida a la ausencia 

del producto del gen pkaC, se comparó la capacidad de formar colonias a igual 

inoculo inicial de esporas de los 4 clones ΔC respecto a la cepa wt. Como cepa wt 

se utilizó la cepa R7B (leu-) que tiene el mismo fondo genético que los clones ΔC.  

Dado que cada espora tiene más de un núcleo, en las etapas iniciales luego 

de la transformación pueden contener núcleos wt y núcleos interrumpidos. Tras 

sucesivos pasos en medio selectivo los núcleos wt se pierden por la presión de 

selección. Si el gen wt fuera indispensable para la vida de la célula al perderse las 

copias del alelo wt de una espora, esta sería inviable y consecuentemente incapaz 

de generar colonia. Si se compara entonces la capacidad de formar colonias de las 

esporas provenientes de individuos heterocariontes (núcleos con alelo wt y núcleos 

con la mutación letal), con la cepa wt, se observaría que en los sucesivos pasajes 

en medio selectivo los individuos heterocariontes deberían presentar una capacidad 

reducida de formar colonias. Esto sería la consecuencia de ir perdiendo los núcleos 

wt bajo la presión de selección y que sólo crezcan los heterocariontes que 

mantuvieron una copia del alelo wt. La cepa wt en cambio podría crecer sin 

problema porque se utiliza la cepa R7B que no presenta auxotrofía por uridina, no 

sufriría presión de selección. 

En la Tabla 9 se puede observar que a igual inoculo inicial de esporas para 

los cuatro clones heterocariontes disminuyó la capacidad de formar colonias 

respecto a la cepa wt. Esta disminución sugirió que anular el gen pkaC podría ser 

letal. 
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Cepa  colonias 
Wt 100 

Clon 4 4.5 +/- 2 
Clon 10 27 +/- 5 
Clon 19 4.5 +/- 2 
Clon 25 2 +/- 1 

Tabla 9- Análisis de la letalidad de la anulación del gen pkaC. Se plaquearon 100 esporas 
por placa de la cepa wt (R7B) y de los cuatro clones candidatos de ΔC en medio MMC pH 3 y 
se evaluó el número de colonias formadas por cada clon respecto a la cepa wt luego de 48 hs 
de incubación a 30◦C. Los datos se expresaron como porcentaje tomando como 100% al 
número de colonias obtenidas en la cepa wt. El ensayo se realizó por triplicado. 
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III.3. Discusión 

Las proteínas quinasas comprenden una de las familias de genes más 

grandes y son responsables de regular numerosos procesos celulares. Estas 

proteínas comparten un core conservado que contiene varios aminoácidos 

invariantes que contribuyen a su actividad (13). De esta familia de proteínas, PKA es 

la mejor caracterizada. El prototipo de proteína quinasa A es la PKA de mamíferos, 

de la cual se dispone de mucha información bioquímica y estructural, sin embargo, 

poco se sabe de esta enzima en otros organismos. 

En este capítulo de la tesis se caracterizó el gen pkaC que codifica para una 

de las múltiples isoformas de subunidad C de PKA de M. circinelloides (112).  

Del análisis de la secuencia de PKAC se pudo observar el reemplazo de 

residuos altamente conservados y claves para la actividad catalítica de las quinasas. 

El cambio más llamativo que presenta PKAC, es la ausencia del residuo D166 y fue 

el primer indicio de que PKAC no tuviera actividad y pudiera ser definida como una 

pseudoquinasa.  

Algunas quinasas descriptas como pseudoquinasas retienen actividad pese a 

la pérdida de residuos calves para la funcionalidad como Wnk (203) y Titin (247). Al 

resolverse sus estructuras cristalográficas se revelaron cambios compensatorios 

que permiten mantener la función catalítica. Otro ejemplo es CASK, que había sido 

clasificada también como una pseudoquinasa por la pérdida de el motivo DFG, clave 

para la actividad quinasa (198), pero fue redefinida recientemente ya que se 

demostró que logra unir ATP en forma constitutiva y tiene actividad enzimática 

(204). En base a estos antecedentes se pensó inicialmente que PKAC, a pesar de 

los cambios descriptos en su secuencia, podría tener actividad quinasa. Sin 

embargo, la alteración que presenta PKAC en el motivo HRD del dominio catalítico, 

la sustitución del D166, ninguna de las quinasas con actividad poco usual la 

presenta, ya que sus alteraciones corresponden a otros dominios. Si bien PKAC 

podría tener actividad quinasa en condiciones no convencionales en las que sea 

capaz de unir ATP independientemente de la pérdida del D166, no hay 

antecedentes de que alteraciones en el motivo HRD hayan sido compensados con 

otra mutación, por el contrario, quinasas con alteraciones en este dominio se 

asocian con “verdaderas” pseudoquinasas (202). Algunos ejemplos son Ryk, KRS1, 
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KRS2 y CCK4 que presentan alteraciones en ese dominio y no se les pudo detectar 

actividad quinasa experimentalmente. 

Así como M. circinelloides que presenta muchas isoformas de PKAC, se ha 

demostrado multiplicidad de genes C en otros hongos, algunos ejemplos son 

Neurospora crassa, Cryptococcus neoformans, Ustilago maydis, S. cerevisiae, 

Candida albicans y Aspergillus fumigatus (94-101) entre otros. En A. fumigatus 

existen dos copias de gen pkaC1 y 2. El gen pkaC2 que codifica para subunidad C, 

se clasifico como un pseudogen por carecer de la secuencia necesaria para unir 

ATP. Sin embargo no se ha demostrado bioquímicamente si esta variante posee o 

no actividad (39(101).  

En el caso de M. circinelloides la isoforma PKAC, presenta varios cambios en 

su secuencia además de la sustitución de D166. Al analizar la secuencia se 

observaron inserciones y deleciones de residuos presentes en los subdominios del 

core catalítico, como así también el reemplazo de ciertos residuos por otros que en 

algunos casos son sustituciones conservadas y en otros casos no. No obstante, no 

podemos asegurar que los reemplazos por residuos símiles puedan cumplir la 

misma función. Este análisis debería completarse con la cristalización de PKAC. 

Si bien se logró expresar PKAC en el sistema de levaduras, no se pudo medir 

actividad quinasa con ninguno de los sustratos ensayados, ni tampoco en ausencia 

de Mg2+, condición de actividad descripta para la pseudoquinasa CASK. Tampoco 

se pudo detectar actividad quinasa por análisis de fenotipo asociado a PKA en 

cepas de levadura que expresan PKAC. 

Los intentos de construir la cepa knockout para pkaC fueron también 

infructuosos y dieron solo como resultado la obtención de cepas heterocariontes 

para la mutación. 

En base a los resultados obtenidos en las cepas de levaduras y en el mismo 

Mucor, proponemos que PKAC sería una pseudoquinasa que podría estar 

cumpliendo algún rol importante para la célula como los descriptos para las 

“verdaderas” pseudoquinasas. Estos roles podrían ser regulatorios de la actividad 

de otras quinasas o de andamiaje en la formación de complejos multiproteicos. La 

existencia de múltiples isoformas de subunidad C le da más fuerza a la posibilidad 

de que PKAC sea una pseudoqionasa. Finalmente, por la imposibilidad de anular el 

gen, pareciera no ser redundante en función con las otras isoformas PKAC. 
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Proponemos entonces que PKAC podría ser una verdadera pseudoquinasa 

con alguna función importante para la célula no redundante con las otras isoformas 

de subunidad C. 
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El objetivo general de esta tesis fue caracterizar bioquímicamente la 

interacción entre las subunidades R y C de la PKA de hongo Mucor circinelloides y 

determinar su rol en el desarrollo y diferenciación del hongo para avanzar en el 

entendimiento del mecanismo de activación de la PKA. Este estudio aporta al 

conocimiento del funcionamiento de la quinasa A, elemento clave de la vía de 

transducción de señales por cAMP en un modelo diferente al de mamíferos. Es muy 

importante contar con modelos alternativos, dado que el conocimiento que se posee 

de la PKA deriva principalmente de datos obtenidos de RI, RII y Cα de corazón 

bovino y de ratón. El estudio de otros modelos permite construir conceptos más 

generales y universales. El modelo fúngico de M. circinelloides en particular, permite 

conocer más sobre la PKA en el reino hongos y es importante por sus 

características distintivas en relación con las PKAs de otros organismos.   

El estudio de la interacción entre las subunidades R y C a través del análisis 

de la participación de la región linker I, realizado en el capítulo I, constituye el primer 

estudio en profundidad de la participación de esta región en la interacción entre las 

subunidades de PKA. Este análisis, reveló la importancia de los residuos ácidos 

presentes en la región como así también la participación en establecer la mayor 

fuerza de interacción R-C en la holoenzima de M. circinelloides. 

Con el objetivo de evaluar en forma directa la participación de la PKA en la 

morfología y desarrollo de M. circinelloides, se construyó una cepa mutante que 

carece del gen pkaR1 (∆R1). En el capítulo II se presentan los resultados derivados 

del análisis de las características bioquímicas y fenotípicas de esta cepa. En función 

de ellos surgió la hipótesis de la posible existencia de otros genes que codifiquen 

para la subunidad R. Paralelamente en el instituto Joint Genome, se estaba 

realizando la secuenciación del genoma de M. circinelloides. Analizando la 

secuencia del genoma se pudieron identificar tres nuevos genes pkaR que 

presentaban homología con pkaR1, a los que se denominó pkaR2, pkaR3 y pkaR4. 

Este resultado es importante ya que es la primera vez que se describe la existencia 

de más de un gen codificante para subunidad R de PKA en el reino hongos. 

La expresión de los genes pkaR a nivel de mRNA y proteína a distintos 

tiempos del desarrollo presenta un patrón de expresión característico, indicando que 

cada isoforma PKAR podría cumplir un rol particular durante el crecimiento y la 

diferenciación de M. circinelloides. El análisis de las características bioquímicas y 
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fenotípicas de una segunda mutante knockout correspondiente al gen pkaR2 (∆R2), 

confirmó el rol diferencial de cada isoforma en el desarrollo del hongo. 

Las mutantes ∆R1 y ∆R2 presentan diferencias tanto bioquímicas como 

morfológicas respecto a la cepa wt y entre sí. Mientras que ∆R1 presenta 

disminución de la actividad quinasa total y un aumento de la relación de actividad -/+ 

cAMP, ∆R2 presenta una disminución de la capacidad de unir cAMP mayor que 

∆R1. A nivel morfológico las diferencias más llamativas son que ∆R1 presenta 

disminución en la velocidad de crecimiento en medio sólido y en la producción de 

esporas. Estos aspectos de la morfología no están afectados en ∆R2. Por el 

contrario en ∆R2 son más llamativas las alteraciones durante el crecimiento en 

medio líquido, ya que esta cepa emite el tubo germinativo en forma adelantada con 

respecto a la cepa wt. El patrón de expresión de los otros genes pkaR es diferente 

en cada mutante. Mientras que en ∆R1 no se altera la expresión de los otros tres 

genes pkaR, en ∆R2 disminuye la expresión de pkaR3 y aumenta la expresión de 

pkaR4, tanto a nivel de mRNA como de proteína.  

Se describió además que M. circinelloides presenta multiplicidad de genes 

pkaC (240). El análisis de los niveles de mRNA de estos genes en las cepas ∆R1 y 

wt permitió agruparlos en genes de alto y bajo nivel de expresión, pero no se 

encontraron diferencias significativas de expresión ni a lo largo del crecimiento ni 

por ausencia del gen pkaR1 en la cepa mutante ∆R1. 

Del análisis de la secuencia de nucleótidos y aminoácidos de las isoformas 

PKAR, se infirió por la conservación de la posición y secuencias de los sitios de 

splicing, que los distintos genes podrían provenir de duplicación génica. Del análisis 

de los genomas fúngicos accesibles públicamente se demostró que estas 

duplicaciones ocurrieron solo en los Zygomycetes (Rhyzopus y Phicomyces). El 

análisis filogenético de las secuencias proteicas sugirió que el evento de duplicación 

que dio lugar a los genes pkaR ocurrió en un ancestro Zygomycete antes de la 

divergencia de especies porque cada proteína homóloga PKAR de M. circinelloides 

está más relacionada a los ortólogos presentes en R. oryzae y P. blakesleeanus que 

a los propios parálogos. 

Los análisis de proteína por Western blot demostraron la existencia de 

subunidad R con un PM aparente mucho mayor que el predicho de la secuencia de 

aminoácidos. Se analizaron posibles modificaciones post-traduccionales y se 

encontró que las formas de 120 kDa resultan de la poliubiquitinación de alguna de 
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las isoformas PKAR. Además al hacer este análisis se encontró que la isoforma de 

60 kDa que corresponde a PKAR2 se encuentra monoubiquitinada. 

Finalmente, en el capítulo III se presentan resultados que permiten postular 

que la isoforma PKAC presenta características de pseudoquinasa. Mediante el 

análisis de su secuencia aminoacídica se encontró que posee cambios en residuos 

claves para la actividad catalítica. PKAC expresada en un sistema de levaduras no 

presentó actividad quinasa medible ni empleando distintos sustratos, ni tampoco en 

ausencia de Mg2+. La imposibilidad de lograr una cepa knockout para PKAC, 

sumado a la existencia de múltiples genes codificantes para subunidad C, sugiere 

que pkaC cumple alguna función no redundante con el resto de los genes pkaC que 

es vital para la célula. 

La multiplicidad de isoformas de R y C plantea la posibilidad de una gran 

variedad de combinaciones para dar múltiples isoformas de PKA. Las distintas PKA 

formadas podrían presentar distinta localización subcelular, a través de los distintos 

dominios N-terminales de las subunidades R, distinta especificidad de sustrato, 

distinto grado de activación y consecuentemente, distinta función biológica. 
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 A partir del trabajo realizado en esta tesis quedaron planteadas situaciones y 

sugirieron preguntas que podrían guiar la continuación de este trabajo. Planteamos 

como tareas a realizar: 

 

1) Continuar con la construcción de las mutantes de los genes pkaR3 y pkaR4, y 

estudiar sus implicancias en la morfología y su participación en las distintas 

etapas del desarrollo celular de M. circinelloides. 

2) Profundizar el estudio de los distintos genes pkaC: 

a. Analizar las secuencias y predecir intrones. 

b. Analizar la expresión de los genes pkaC recientemente hallados. 

c. Analizar si la expresión de los genes pkaC modula la expresión diferencial 

de los genes pkaR. 

3) Continuar con los análisis de ubiquitinación: 

a.  Identificar cual o cuales subunidades R se encuentran poliubiquitinadas y 

en que residuo ocurre la monoubiquitinación de PKAR2. 

b. Analizar la función que cumplen las distintas formas de ubiquitinación: 

poliubiquitinación y estabilidad de la isoforma modificada, 

monoubiquitinación y modulación de la actividad PKA. 

4) Continuar con la caracterización de PKAC: 

a. Cristalizar y modelar la estructura de PKAC para analizar si la ausencia de 

residuos conservados en las quinasas altera o no la estructura.  

b. Analizar si es capaz de unir ATP y de interactuar con la subunidad R. 

c. Buscar proteínas que presenten interacción con C para analizar su rol 

como andamio de complejo con otras moléculas. 
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