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Resumen en inglés 

Mucormycosis is an emergent life-threatening infection caused by fungi of the 

order Mucorales. This infectious disease is characterized by high morbidity and mortality 

rates, mainly because of the scarcity of successful clinical treatments. This infection 

affects predominantly immunocompromised patients, including those with cancer, 

chemotherapy, or immunosuppression for organ or bone marrow transplants. Other 

patients at increased risk of infection are those with diabetes, iron overload syndromes, 

trauma, burns, or neutropenia. The fungal agents of mucormycosis are resistant to most 

of the antifungal drugs available; thus, clinical treatments are limited by toxicity and 

resistance. Overall, this emergent infection is becoming a challenge to public health, 

hence the need to develop new therapies to treat this disease.  

Mucorales are a group of understudied basal fungi, mainly because they are 

reluctant to classical molecular tools. Mucor circinelloides is one of the causal agents of 

mucormycosis and is the only model to properly study the infection at a molecular level. 

In this work, we propose the use of M. circinelloides to identify new virulent factors in 

mucormycosis, generate new tools to characterize virulent phenotypes, and deeply 

analyze critical mechanisms involved in the infection.  

The characterization of the gene silencing mechanism in M. circinelloides has 

allowed the design of an RNAi-based functional genomics platform to study virulence 

processes. This library consists of high-throughput plasmids that synthesize double-

stranded RNAs targeting any possible gene in the fungal genome. Thanks to this new 

genetic tool, we obtained a collection of silenced transformants that represented the 

whole genome, showing a broad variety of phenotypes related to virulence processes. 

Using this platform, two genes involved in M. circinelloides pathogenesis were identified: 

mcplD, which encodes a Phospholipase D; and mcmyo5, encoding a cargo transporter 

of the Myosin V family. 

Iron acquisition during mucormycosis is a critical factor that shapes the outcome 

of the infection. The high-affinity system is the most important iron uptake mechanism 

during the host invasion and consists of a permease-ferroxidase complex. In this work, 

three genes coding for ferroxidases, named fet3a, fet3b, and fet3c, have been identified 

as part of this high-affinity iron uptake mechanism. This family of ferroxidases is 

expressed both under iron-depleted conditions and during in vivo infection in a mouse 

model. A combination of single and double mutants of the three genes revealed that 

fet3c is the most important for virulence, although there is a functional redundancy 

among the members of the gene family during both in vitro growth with low iron and 
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mouse infection. Also, fet3a is only expressed during yeast growth, suggesting a 

functional specialization of the high-affinity iron uptake mechanism in the dimorphic 

yeast-mycelium transition. 

Aiming at the improvement of the molecular tools to study Mucorales 

pathogenesis, this work produced a reporter strain of M. circinelloides for in vivo 

monitoring of the infection. For the first time, we generated a strain expressing the firefly 

luciferase driven by a strong promoter that ensured a stable light emission. The two 

reporter strains obtained had no phenotypical differences in virulence and antifungal 

sensitivity compared to the wild-type control. 

Altogether, our strategy to identify virulence factors followed three key steps: first, 

the development of an RNAi-based functional genomics platform that allows the 

screening of phenotypes related to pathogenesis; second, the deep analysis of the iron 

uptake mechanism during the infection using M. circinelloides as a model for the genetic 

characterization of three ferroxidases genes; and third, the generation of the first 

bioluminescent reporter strain in M. circinelloides that facilitates in vivo monitorization of 

the infection in live animal models, allowing future functional studies related to 

pathogenesis and drug susceptibility.
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I.1. Mucormicosis, una enfermedad emergente

I.1. Mucormicosis, una enfermedad emergente

I.1.1. Agentes causales y epidemiología

La mucormicosis es una enfermedad infecciosa causada por hongos del orden 

Mucorales. Las especies de Mucorales patógenas más frecuentes son las de los 

géneros Rhizopus, Lichtheimia y Mucor, siendo este último el que da nombre al orden y 

a la enfermedad (Figura 1). Especies de otros géneros como Rhizomucor, Saksenaea, 

Cunninghamella y Apophysomyces también han sido aisladas de muestras clínicas, 

pero en baja frecuencia (Petrikkos et al., 2012).  

Los hongos Mucorales son patógenos oportunistas que infectan principalmente a 

pacientes inmunocomprometidos; en particular, aquellos que sufren diabetes 

descontroladas, trasplantes de órganos o de médula ósea, neoplasias hematológicas, 

tratamiento con corticosteroides, y trauma (Spellberg et al., 2005; Cornely et al., 2019). 

A pesar de su carácter oportunista, no solo afecta a individuos con deficiencias en el 

sistema inmune. Los brotes epidemiológicos de estas infecciones están asociados al 

aumento de la población con factores de riesgo, pero también afectan a pacientes 

inmunocompetentes en situaciones donde se incrementa el contacto con estos hongos 

ubicuos, como ocurrió durante el tornado de Missouri (Neblett Fanfair et al., 2012) o en 

la contaminación de Mucorales en sábanas de hospital (Duffy et al., 2014). Las 

manifestaciones clínicas de la mucormicosis más habituales son la rinoorbitocerebral, 

pulmonar, cutánea, gastrointestinal y diseminada; siendo los casos más graves y con 

mayores tasas de mortalidad las infecciones diseminadas (Jeong et al., 2019). 

Figura 1. Prevalencia de mucormicosis en función de género de Mucorales y la 

manifestación de la infección.  Cada cuadro clínico se indica con un color diferente. Se 

muestran los géneros de Mucorales que provocan mayor número de casos de mucormicosis 

(Jeong et al., 2019). 
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I. Introducción

El diagnóstico precoz, la administración de antifúngicos eficaces a la 

concentración óptima y el desbridamiento de tejidos infectados son los factores clave 

para disminuir la tasa de mortalidad de la infección. Las guías globales para el 

diagnóstico y control de la mucormicosis aconsejan una terapia de primera línea con 

formulaciones lipídicas de anfotericina B, seguido de un tratamiento con azoles de 

amplio espectro como el posaconazol (Cornely et al., 2019). La anfotericina B se une al 

ergosterol, el principal esterol de la membrana plasmática de hongos, y forma poros que 

alteran la permeabilidad de la membrana y ocasionan la muerte celular. Los azoles 

tienen como diana la síntesis del ergosterol, por lo que su acción antifúngica ocasiona 

pérdida de fluidez y movilidad de la membrana además de la acumulación de esteroles 

nocivos. Otros antifúngicos como las equinocandinas y los análogos de pirimidinas, que 

afectan a la construcción de la pared celular y a la síntesis de DNA, no son efectivos en 

el tratamiento de la mucormicosis ya que no presentan actividad in vitro contra las 

especies patógenas de Mucorales (Schwarz et al., 2019). No obstante, el tratamiento 

contra la mucormicosis disponible es obsoleto y puede provocar efectos secundarios 

nocivos en los pacientes, especialmente cuando se suministra anfotericina B en etapas 

tardías de la infección, puesto que se utiliza la concentración máxima tolerada pudiendo 

provocar efectos nefrotóxicos (Katragkou et al., 2014). Por consiguiente, el control 

clínico de la enfermedad está limitado por sus diversas manifestaciones clínicas, el 

amplio número de especies implicadas y la escasez de tratamientos eficaces. De hecho, 

un estudio sobre la susceptibilidad a antifúngicos in vitro de 66 estirpes patógenas, 

reveló un patrón especifico de taxón relacionado directamente con la sensibilidad a las 

drogas empleadas en clínica (Skiada et al., 2018).  

En términos generales, estas infecciones son poco frecuentes en la población, 

pero el aumento en su incidencia las convierte en enfermedades emergentes (Bitar 

et al., 2009). El auge de los casos de mucormicosis se explica por el aumento de 

pacientes con factores de predisposición a padecer la infección y por la alta resistencia 

que ofrecen estos hongos mucorales a los antifúngicos disponibles en clínica. Esto 

ocasiona que las tasas de mortalidad ronden el 55%, llegando a alcanzar valores del 

90% cuando la infección es diseminada (Hassan & Voigt, 2019). El aumento de la 

incidencia de la mucormicosis, la ausencia de tratamientos efectivos y las altas tasas de 

morbilidad y de mortalidad contribuyen a la emergencia clínica de esta infección, siendo 

crítico el estudio de nuevos factores de virulencia que ayuden a descubrir dianas 

terapéuticas para poder prevenir y controlar las infecciones. 
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I.1.2. Factores de virulencia en la mucormicosis

La interacción patógeno-hospedador es crítica para la patogénesis de la 

mucormicosis. Para causar la infección, las esporas del hongo penetran en el 

hospedador, bien inhaladas o a través de heridas, evadiendo el sistema inmune y 

germinando, dando lugar a una angioinvasión y diseminación. Debido al carácter 

emergente de la infección, numerosas investigaciones han tenido como objetivo 

descifrar los factores de virulencia de los hongos mucorales, para entender las etapas 

clave de la infección que pueden ser dianas de nuevos antifúngicos (Lax et al., 2020). 

Estos trabajos han ido encaminados tanto a la identificación de nuevos factores de 

virulencia como a la búsqueda de nuevos fármacos contra la infección. Cabe destacar 

que las principales dificultades en la investigación de la mucormicosis es la aplicación 

de técnicas de biología molecular desarrolladas en otros modelos, ya que estos hongos 

son refractarios a la mayoría de las herramientas empleadas con otros hongos 

patógenos. Por lo tanto, muchos proyectos se centran especialmente en el desarrollo 

de nuevas metodologías para identificar factores de virulencia. Otro aspecto deficiente 

para el estudio de los Mucorales es el uso de sistemas de monitorización in vivo de la 

infección en animales modelo, que permita caracterizar la virulencia de estirpes 

mutantes en factores de patogenicidad o la susceptibilidad a fármacos, como los 

desarrollados para otros hongos patógenos (Papon et al., 2014). Este sistema se basa 

en la generación de estirpes bioluminiscentes, gracias a la expresión del gen de la 

luciferasa, que emiten luz cuando se suministra el sustrato luciferina al medio. Usando 

técnicas de imagen y estirpes bioluminiscentes se ha podido identificar la evolución de 

la infección, la efectividad de tratamientos y la patogénesis de estirpes mutantes en 

hongos patógenos como Aspergillus spp. (Brock et al., 2008) y Candida spp. (Enjalbert 

et al., 2009). 

A pesar de las dificultades para identificar factores de virulencia en Mucorales, se 

han identificado algunos que han contribuido al conocimiento de su patogénesis y al 

tratamiento de la infección. 

I.1.2.1. Interacción de los Mucorales con el sistema inmune del hospedador

Una vez originada la infección por inhalación de esporas o por contacto con 

heridas abiertas, las esporas del hongo deben sobrevivir al sistema inmune innato para 

germinar y desarrollar la forma angioinvasiva de la infección. Durante esta etapa, 

macrófagos y neutrófilos son reclutados al foco de la infección para proteger al 

hospedador. Los fagocitos internalizan las esporas, formando granulomas que paralizan 

la germinación y el crecimiento de la hifa (Inglesfield et al., 2018). Por consiguiente, el 

enfrentamiento patógeno-hospedador determina de forma crítica el éxito de la 
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colonización del hongo, y explica por qué defectos en el sistema inmune ocasionan que 

el paciente presente una mayor predisposición a padecer la infección. Los hongos 

mucorales muestran diversas estrategias para evadir el sistema inmune del hospedador 

y diseminar la infección. Las esporas virulentas de Mucor spp. son capaces de sobrevivir 

y germinar tras la fagocitosis por macrófagos de ratón, al contrario que las esporas de 

estirpes avirulentas que permanecen latentes (Li et al., 2011; López-Fernández et al., 

2018; Nicolás et al., 2020) (Figura 12). De forma similar, las esporas de Rhizopus spp. 

son capaces de sobrevivir a la fagocitosis, conteniendo la maduración del fagosoma por 

la síntesis de melanina en su pared celular (Andrianaki et al., 2018). Estudios 

transcriptómicos a gran escala de la interacción patógeno-hospedador identificaron la 

compleja red de regulación génica que está detrás de la capacidad de los Mucorales de 

evadir el sistema inmune innato. La comparación de patrones de expresión de diferentes 

patotipos de M. circinelloides enfrentados a macrófagos de ratón reveló una red de 

genes coordinada por dos factores de transcripción de tipo Atf (Pérez-Arques et al., 

2019). En esta respuesta virulenta están involucrados cambios metabólicos para la 

adaptabilidad del hongo al ambiente hostil del fagosoma y para la remodelación del 

citoesqueleto y la pared celular.  

Figura 2. Interacción de esporas de M. circinelloides con macrófagos de ratón. Fotografías 

secuenciales de esporas de dos patotipos de M. circinelloides fagocitadas por macrófagos de 

ratón. (A) Esporas virulentas grandes (estirpe R7B) germinan en el interior del macrófago hasta 

su lisis. (B) Esporas avirulentas pequeñas (estirpe NRRL3631) se mantienen en fase latente en 

el interior del macrófago. La secuencia en el tiempo se muestra de izquierda a derecha. Las 

flechas negras indican los macrófagos y las flechas rojas las esporas de ambas estirpes de 

M. circinelloides (Li et al., 2011).

A

B

Tiempo0 h 5 h
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Otros estudios transcriptómicos desde el punto de vista del hospedador también 

confirmaron que la presencia de esporas de Mucorales activa una respuesta 

inmunológica específica. En células epiteliales humanas, esta respuesta incluye la 

activación de la ruta de angiogénesis iniciada por el receptor del factor de crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGFR, del inglés platelet derived growth factor receptor), 

favoreciendo la invasión diseminada de la infección (Chibucos et al., 2016). El bloqueo 

de la ruta de PDGFR redujo de forma significativa los daños en las células epiteliales 

provocados por Rhizopus spp., indicando que el hongo aprovecha esa maquinaria para 

invadir tejidos. Otro estudio con líneas celulares del epitelio pulmonar indicó que la 

infección por Mucorales activa el receptor de crecimiento epidérmico (EGFR, del inglés 

epidermal growth factor receptor), y por consiguiente, el uso de fármacos como gefitinib 

(inhibidores de la ruta de EGFR) promueven un descenso de la virulencia en modelos 

de ratón de la mucormicosis (Watkins et al., 2018). Investigaciones en sistemas modelo 

más cercanos a la situación in vivo, incluyendo adultos de pez cebra, revelaron que, en 

efecto, las esporas de diferentes estirpes de M. circinelloides son capaces de reclutar 

células fagocitarias y provocar la apoptosis de macrófagos en el foco de la infección 

(López-Muñoz et al., 2018). Por lo tanto, estos resultados sugieren que los hongos 

Mucorales son capaces de controlar los sistemas de defensa del hospedador con la 

finalidad de diseminar la infección. 

I.1.2.2. Resistencia intrínseca a azoles de cadena corta

Los azoles son compuestos heterocíclicos aromáticos de amplio espectro 

empleados en clínica para el tratamiento de infecciones fúngicas. Se consideran 

triazoles aquellos que contienen tres átomos de nitrógeno en el anillo y una cadena de 

tamaño variable. El mecanismo de acción de estos fármacos radica en la inactivación 

de la enzima 14α-desmetilasa de lanosterol dependiente de citocromo P450 (CYP), 

impidiendo la síntesis de ergosterol y acumulando esteroles anómalos, lo que da lugar 

a alteraciones en la permeabilidad de la membrana y a la pérdida de viabilidad celular 

(Groll et al., 2003). A pesar de su extendido uso clínico en tratamientos de primera línea 

contra infecciones fúngica, los Mucorales presentan una resistencia intrínseca a algunos 

azoles. Un estudio de susceptibilidad de un grupo representativo de especies patógenas 

mostró que los Mucorales son resistentes a los triazoles de cadena corta, incluyendo 

fluconazol y voriconazol (Caramalho et al., 2017). Sin embargo, los azoles de cadena 

larga, como el posaconazol, sí que mantienen una actividad antifúngica in vitro e in vivo 

significativa contra estos hongos, aunque es altamente variable según la especie a 

estudio (Dannaoui, 2017). Los hongos mucorales presentan dos genes que cifran la 

14α-desmetilasa de lanosterol, CYP51 F1 y CYP51 F5 (Caramalho et al., 2017). Un 
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amplio análisis de la secuencia de aminoácidos de estas proteínas de 6 especies 

Mucorales patógenas, comparadas con la de otros hongos, reveló una mutación puntual 

en el gen CYP51 F5 (Figura 3). Esta mutación intrínseca de los Mucorales consiste en 

una sustitución de la tirosina 129 por una fenilalanina. Cuando se realiza esta sustitución 

en Saccharomyces cerevisiae, el sitio activo de la enzima cambia, resultando en una 

resistencia al antifúngico (Sagatova et al., 2016). Por lo tanto, este cambio conservado 

en Mucorales podría ser el responsable de la resistencia a azoles de cadena corta. Los 

resultados de esta investigación han sido considerados en la elaboración de las guías 

globales para el tratamiento de la mucormicosis, que recomiendan el uso de azoles de 

cadena larga, como el posaconazol, en tratamientos de rescate (Cornely et al., 2019). 

Figura 3. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de las 14α-desmetilasas de 

lanosterol de hongos.  Las proteínas pertenecen a 22 especies de hongos, incluyendo 6 

Mucorales. Se muestra la secuencia consenso de cada clase con un color de fondo más oscuro 

en cada caso. En verde los ascomicetos, naranja basidiomicetos y azul mucoromicetos. Se 

agrupan como secuencias consenso las proteínas de Rhizopus arrhizus (n=3), Rhizopus 

microsporus (n=13), y M. circinelloides (n=18). La secuencia de S. cerevisiae se usó como 

referencia y se muestra en fondo amarillo. (A) Comparación con las proteínas CYP51 F5 de 

mucoromicetos. Los cambios específicos de mucoromicetos se muestra en rojo. El cambio de 

tirosina (en negrita) a fenilalanina (en rojo) se indica en cada secuencia y es el responsable de 

la resistencia a azoles de cadena corta. (B) Comparación de las proteínas de CYP51 F1 de 

mucoromicetos, donde no aparece el cambio en el residuo de tirosina. Figura modificada de 

Caramalho et al., 2017. 

140 311 382

Saccharomyces cerevisiae 135 G K G V I Y D C P N S 145 306 N L L I G V L M G G Q 316 377 H H P L H S L F R K V 387

Secuencia consenso ascomicetos 137 G K G V I Y D C P N S 147 310 H X M I X L L M A G Q 320 386 H A P I H S I M R K V 396

Histoplasma capsulatum 131 G R H V V Y D C P N S 141 299 H M M I A L L M A G Q 309 370 H A P I H S I L R A V 380

Coccidioides posadasii 121 G S G V I Y D C P N Q 131 289 H L M I T L L M A G Q 299 359 H A P I H S I M R K A 369

Coccidioides immitis 121 G S D V I Y D C P N Q 131 288 H L M I T L L M A G Q 299 359 H A P I H S I M R K A 369

Pneumocystis carinii 124 G T D V V Y D V P N H 134 293 H L M I A I L M A G Q 303 364 H P P L H S I I R K V 374

Scedosporium apiospermum 131 G K D V V Y D C P N A 141 298 H M M I A L L M A G Q 308 369 H A P I H S I M R A V 379

Zymoseptoria tritici 132 G K D V V Y D C P N S 142 303 H M M I A L L M A G Q 313 378 H A P I H S I L R K V 388

Uncinula necátor 131 G R D V V Y D C P N S 141 300 H M M I A L L M A G Q 310 373 H A P I H S I M R K V 383

Aspergillus fumigatus 116 G S D V V Y D C P N S 126 285 H M M I T L L M A G Q 295 361 H S S I H S I M R K V 371

Aspergillus flavus 120 G S D I V Y D C P N S 130 287 H M M I T L L M A G Q 297 361 H L S I H S L M R K V 371

Candida albicans 127 G K G V I Y D C P N S 137 299 N L L I G I L M G G Q 309 373 H M P L H S I F R K V 393

Candida glabrata 136 G K G V I Y D C P N H 136 307 N L L I G V L M G G Q 317 378 H H P L H S L F R K V 388

Candida tropicalis 127 G K G V I Y D C P N S 137 399 N L L I G V L M G G Q 309 373 H M P L H S I F R K V 383

Candida dubliniensis 127 G K G V I Y D C P N S 137 399 N L L I G I L M G G Q 309 373 H M P L H S I F R K V 383

Secuencia consenso basidiomicetos 143 G K G V V Y D C P N E 150 347 H I M I A L L M A G Q 358 423 H A P I H A I Y R K V 433

Malassezia globosa 122 G K G V V Y D V P N A 132 295 H M M I A L L M A G Q 305 370 H A P I H A I Y R K V 380

Cryptococcus neoformans var. grubii 140 G K G V V Y D C P N E 150 209 H I M I A L L M A G Q 219 383 H P P I F N M M R R V 393

Cryptococcus gattii 140 G K G V V Y D C P N E 150 209 H I M I A L L M A G Q 219 383 H P P I F N M M R R V 393

Secuencia consenso mucoromicetos F5 124 G D D I V F D A P H S 134 289 G I L T A A L F G G Q 299 360 H P P I F N M M R R V 370

Consenso Rhizopus arrhizus F5 124 G N D I V F D T A H S 134 286 G I L T A A L F G G Q 296 357 H P P I F N M M R R V 367

Consenso Rhizopus microsporus F5 124 G N D V V F D T A H S 134 286 G I L T A A L F G G Q 296 357 H P P I F N M M R R V 367

Consenso Mucor circinelloides F5 124 G D D I V F D A P H S 134 288 G I L T A A L F G G Q 298 359 H P P I F N M M R R V 369

Mucor ambiguus F5 124 G D D I V F D A P H S 134 288 G I L T A A L F G G Q 298 359 H P P I F N M M R R V 369

Absidia glauca F5 124 G D D I V F D A P H S 134 288 G I L T A A L F G G Q 298 359 H P P I F Q M M R R V 369

Parasitella parasítica F5 124 G S E I I F D A P H S 134 288 G M M I A A L F G G Q 298 359 H P P I F Q M M R R V 369

Secuencia consenso mucoromicetos F1 268 G X E V V Y D A P H S 278 432 G M M I A V L F G G Q 442 503 H P P I F Q M M R X V 513

Consenso Rhizopus arrhizus F1 122 G P E V V Y D A P H S 132 286 G M M I A V L F G G Q 396 357 H P P I F Q M M R R V 367

Consenso Rhizopus microsporus F1 122 G P E V V Y D A P H S 132 286 G M M I A V L F G G Q 396 357 H P P I F Q M M R R V 367

Consenso Mucor circinelloides F1 125 G R E V V Y D A P H S 135 289 G M M I A V L F G G Q 299 360 H P P I F Q M M R K V 370

Mucor ambiguus F1 125 G R E V V Y D A P H S 135 289 G M M I A V L F G G Q 299 360 H P P I F Q M M R K V 370

Absidia glauca F1 268 G R E V V Y D A P H N 278 432 G M M I A V L F G G Q 442 503 H P P I F Q M M R K V 513

Parasitella parasítica F1 125 G P E V V Y D A P H S 135 289 G M M I A V L F G G Q 299 360 H P P I Y Q M M R R V 370

A
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I.1.2.3. Reconocimiento de la pared celular

A pesar de la variedad de manifestaciones clínicas de la infección, la mucormicosis 

se caracteriza por la tendencia de los hongos mucorales a invadir el sistema vascular, 

ocasionando trombosis y necrosis tisular (Spellberg et al., 2005). Por lo tanto, la 

investigación de los factores implicados en la angioinvasión mediada por el 

reconocimiento de la espora por las células del hospedador es clave en el estudio de la 

patogénesis de la mucormicosis. Trabajos primarios sobre el reconocimiento celular del 

hongo, utilizando estirpes patógenas de Rhizopus spp., han estudiado el mecanismo de 

adhesión e invasión de las células endoteliales del hospedador inducido por endocitosis. 

Esta interacción es mediada por una proteína de la pared celular fúngica, la proteína H 

de la cubierta de la espora (CotH, en inglés spore coat protein H) (Gebremariam et al., 

2014). CotH es reconocida por la proteína 78 regulada por glucosa (GRP78, del inglés 

glucose-regulated protein 78) presente en la superficie de las células endoteliales (Liu 

et al., 2010). El análisis de 41 genomas de hongos basales reveló que las invasinas 

CotH son exclusivas de Mucorales (Chibucos et al., 2016). Además, la virulencia de las 

especies mucorales se correlaciona con el número de genes que cifran CotH. Así, 

estirpes de los géneros patógenos más frecuentes, Rhizopus, Mucor y Lichtheimia, 

presentan de 3 a 7 copias, al contrario que otros géneros menos virulentos como 

Apophysomyces o Cunninghamella que sólo tienen 1 o 2 copias. 

Las condiciones presentes en pacientes con susceptibilidad, como elevadas 

concentraciones de glucosa, hierro o cuerpos cetónicos, aumentan la expresión de los 

genes GRP78 y CotH, provocando un aumento de la invasión fúngica y daño del 

endotelio en modelos de ratón. Asimismo, la pérdida de función de CotH, 

particularmente de CotH3, reduce la virulencia de Rhizopus delemar en ratones 

(Gebremariam et al., 2014). Como consecuencia, la inmunoterapia con anticuerpos anti-

CotH3 aumenta la defensa del hospedador, favoreciendo el control de las esporas del 

hongo por opsonización (Gebremariam et al., 2019). Este tratamiento con anticuerpos 

monoclonales es un paso prometedor para el control de la infección. 

I.1.2.4. Potencial de virulencia en las distintas fases dimórficas

El dimorfismo, definido como la capacidad de transición levadura-micelio, está 

relacionado directamente con la virulencia en numerosos hongos patógenos 

pertenecientes a distintos linajes filogenéticos (Klein & Tebbets, 2007). Algunas 

especies de hongos dimórficos suelen crecer en forma de micelio en el suelo a 

temperatura ambiente y cuando las esporas son inhaladas o entran en contacto con el 

hospedador, son capaces de alternar a crecimiento levaduriforme a 37ºC. Por lo tanto, 

la forma patogénica asociada con la infección es la de levadura. Entre estos hongos 
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dimórficos se incluyen Histoplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis, 

Blastomyces dermatitidis y Talaromyces marneffei, entre otros (Nemecek et al., 2006). 

Otro hongo patógeno muy prevalente en la población, Candida albicans, también 

depende de su capacidad dimórfica para desarrollar la infección, siendo avirulentas 

estirpes bloqueadas en fase de micelio o en fase de levadura (Jacobsen et al., 2012). 

En el caso de Cryptococcus neoformans, la forma de levadura es la prioritaria en la 

etapa infectiva, mientras que la forma de micelio está asociada a la reproducción sexual 

(Zhao et al., 2019). 

M. circinelloides es dimórfico, pudiendo alternar entre crecimiento en forma de hifa

o de levadura en función de las condiciones ambientales. Hay dos factores que inducen

el crecimiento levaduriforme: la anaerobiosis (bien por la baja concentración de oxígeno 

o la alta concentración de dióxido de carbono) y la disponibilidad de una fuente de

carbono fermentable (Orlowski, 1991). Sin embargo, la concentración de gases 

atmosféricos y la cantidad de hexosas en el medio influyen de forma diferente en función 

de la especie. En Mucorales, el crecimiento como levadura se ha relacionado 

inversamente con la virulencia, ya que aquellas estirpes que no pueden crecer como 

micelio muestran una menor capacidad infectiva (Lee et al., 2013). El bloqueo de las 

distintas rutas de transducción implicadas en el dimorfismo y la generación de mutantes 

en las proteínas implicadas han demostrado consistentemente esta relación entre el 

crecimiento micelial y la virulencia, revelando qué rutas pueden ser dianas de 

antifúngicos. 

La ruta de la quinasa A de proteínas (PKA, del inglés protein kinase A) regula el 

dimorfismo en especies de Mucor, por lo que la adición de monofosfato cíclico de 

adenosina (AMPc) al medio de cultivo induce la transición a levadura (Wolff et al., 2002; 

Ocampo et al., 2009, 2012) (Figura 4). Esta ruta interacciona a su vez con la 

calcineurina, que controla el dimorfismo en Mucorales de manera opuesta (Lee et al., 

2013). La calcineurina es una fosfatasa dependiente de calcio y calmodulina implicada 

en el control de la transición micelio-levadura en hongos patógenos, incluyendo Mucor 

spp. Esta enzima es un heterodímero formado por una subunidad catalítica (cifrada por 

los genes cnaA, cnaB y cnaC) y otra reguladora (cifrada por el gen cnbR), siendo ambas 

necesarias para su correcto funcionamiento (Lee et al., 2013). Estirpes mutantes en el 

gen cnaA, presentan un crecimiento mixto en aerobiosis, con esporas hinchadas, lo que 

provoca un fenotipo más virulento (Lee et al., 2013). Por el contrario, los mutantes en la 

subunidad reguladora de la calcineurina presentan un fenotipo bloqueado en fase de 

levadura, lo que ocasiona que sean menos virulentos y más susceptibles a antifúngicos 

como el posaconazol (Lee et al., 2015) (Figura 4). El receptor celular para la calcineurina 
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es FKBP12, una inmunofilina con actividad cis-trans propil isomerasa, que en 

M. circinelloides está cifrado por el gen fkbA (Bastidas et al., 2012). Considerando la

relación entre el dimorfismo y la virulencia, existen fármacos cuya diana es FKBP12 y 

que resultan en un fenotipo bloqueado en levadura y, por tanto, avirulento. El FK506 (o 

tacrolimus) es un inmunosupresor que se une a FKBP12 y bloquea la actividad fosfatasa 

de la calcineurina. La rapamicina es otro inmunosupresor que también se une a 

FKBP12, inhibiendo la vía TOR (Bastidas et al., 2012). Otra inmunofilina, la ciclofilina A 

(CypA o cyclophilin A), actúa como receptor celular del fármaco ciclosporina A (CsA o 

cyclosporin A) (Liu et al., 1991). El complejo CypA-CsA inhibe la calcineurina de una 

forma análoga al FKBP12-FK506. Ambos fármacos son usados como 

inmunosupresores en clínica, aunque su capacidad antifúngica es objeto de estudio para 

la comunidad científica.  

Figura 4. Regulación del dimorfismo en Mucorales. (A) El crecimiento de especies 

representativas de Mucorales se ve afectado en presencia del inhibidor de la calcineurina FK506. 

Esporas de cada estirpe crecieron en medio rico YPD y YPD con 1 µg/ml de FK506 durante 72 

h a 25ºC (Bastidas et al., 2012). (B) La presencia de FK506 o las bajas concentraciones de 

oxígeno, junto con altas concentraciones de dióxido de carbono, provocan el crecimiento 

levaduriforme de M. circinelloides. (C) Esquema de las rutas de transducción implicadas en el 

dimorfismo de M. circinelloides. La calcineurina es necesaria para el crecimiento en hifa y se 

inhibe por dos complejos, FKBP12-FK506 dando lugar a un fenotipo de levadura, y CypA-CsA, 

ocasionando defectos en el crecimiento. Durante el crecimiento en levadura la actividad de PKA 

aumenta, y es estimulada, a su vez, por el aumento de la concentración de AMPc y CO2. Figuras 

4B y 4C modificadas de Lee et al., 2013. 

Un trabajo reciente caracterizó la capacidad antifúngica de un análogo de FK506, 

APX87, reduciendo su efecto inmunosupresor con la finalidad de poder emplearse en 
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clínica para contener la infección de hongos patógenos (Juvvadi et al., 2019). A pesar 

del éxito de este fármaco contra C. neoformans, en M. circinelloides no se observó una 

mejora en su actividad antifúngica. La conexión entre fenotipos avirulentos en estirpes 

de Mucorales y el bloqueo de la capacidad dimórfica, por modificaciones del genoma o 

por fármacos, hace del dimorfismo un factor de virulencia importante para la búsqueda 

de antifúngicos funcionales contra la mucormicosis.

I.2. La captación de hierro como factor de virulencia
en hongos patógenos

El hierro es un elemento fundamental para numerosas funciones biológicas debido 

principalmente a sus dos estados de ionización, lo que lo convierte en un excelente 

cofactor para reacciones de oxidación-reducción. A pesar de su papel esencial, la 

biodisponibilidad de este elemento en la naturaleza es escasa. En condiciones 

aeróbicas el hierro se encuentra en su forma oxidada, forma férrica, que es insoluble en 

agua y, por tanto, inaccesible para la mayoría de los microorganismos. Por el contrario, 

el ion ferroso es más soluble, pero tiende a inducir toxicidad mediante la generación de 

radicales libres (Howard, 1999). Como consecuencia, los hongos han tenido que 

desarrollar sistemas sofisticados que aseguren la solubilidad, adquisición, acumulación 

y distribución de hierro para sobrevivir en condiciones donde este elemento es limitante, 

manteniendo los niveles homeostáticos a concentraciones seguras para prevenir su 

toxicidad.  

I.2.1. Sistemas de captación de hierro

Tres mecanismos generales de captación de hierro se han identificado en hongos: 

la captación de hierro por sistemas reductores de alta afinidad, de baja afinidad y la 

captación de hierro no reductora, que incluye la síntesis y uso de sideróforos y la 

adquisición de hierro del grupo hemo. En la Figura 5 se resumen los mecanismos 

descritos en S. cerevisiae. 

I.2.1.1. Sistema reductor de captación de hierro

El hierro debe atravesar la pared celular de los hongos antes de penetrar al citosol. 

En los hongos, la pared celular es una estructura dinámica compuesta por un entramado 

de glucanos, quitina y quitosano a la que están unidas covalentemente manoproteínas, 

cuya composición varía en función de las condiciones de crecimiento. Esta composición 

afectará al paso de nutrientes a través de la pared celular. En S. cerevisiae, bajas 

concentraciones de hierro inducen la expresión de tres manoproteínas de la pared 

celular: Fit1p, Fit2p y Fit3p (de las siglas en inglés facilitator of iron transport) 
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(Protchenko et al., 2001) (Figura 5 y Tabla 1). Estas proteínas aumentan la retención de 

moléculas transportadoras de hierro (sideróforos) en la pareced celular (Philpott & 

Protchenko, 2008). 

Figura 5. Respuesta de S. cerevisiae a la deprivación de hierro. Se muestran los complejos 

de proteínas de los sistemas reductores de captación de hierro de alta y baja afinidad, captación 

de hierro mediada por sideróforos y captación de hierro del grupo hemo. También las proteínas 

que participan en el almacenamiento de hierro en la vacuola. La expresión de los genes es 

sensible a hierro y está controlada por factores de transcripción Aft1 y Aft2. Se indica el retículo 

endoplasmático (RE) y la red del trans Golgi (TGN, Trans-Golgi Network en inglés). Figura 

modificada y traducida de Philpott & Protchenko, 2008. Las proteínas de esta figura se enumeran 

en la Tabla 1. 

La captación de hierro en hongos suele incluir un paso de reducción extracelular 

mediado por metalorreductasas de la familia FRE. Dos reductasas principales de 

membrana han sido descritas en la pared celular de S. cerevisiae, FRE1 y FRE2 

(Schröder et al., 2003) (Figura 5 y Tabla 1). Ambas proteínas mantienen el 99% de la 

actividad reductasa in vitro, aunque se han detectado hasta 7 posibles genes homólogos 

en el genoma de levadura. Cada metalorreductasa presenta una subespecialización en 

función de sustrato, pudiendo reducir hierro de quelantes o de sideróforos. Algunas se 

encuentran en otras localizaciones subcelulares, como FRE6 que reduce el hierro del 

interior de la vacuola para su transporte al citosol (Philpott & Protchenko, 2008). El 
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número de metalorreductasas varía a lo largo del reino de los hongos. Por ejemplo, en 

los patógenos C. albicans y Aspergillus fumigatus se han identificado 15 y 16 

homólogos, respectivamente (Knight et al., 2005; Blatzer et al., 2011), pero a pesar de 

su estudiado papel en la adquisición de hierro, no se han visto relacionadas con la 

virulencia. En C. neoformans se han identificado hasta 8 metalorreductasas, siendo 

Fre2 importante para la virulencia en modelos de ratón (Saikia et al., 2014). 

Tabla 1. Proteínas funcionales identificadas en el metabolismo del hierro de hongos. 

Proteína Función Especie Referencia 

CAPTACIÓN REDUCTORA DE HIERRO 

Fre1-3 Reductasa de hierro S. cerevisiae (Schröder et al., 2003) 

Fre6 Reductasa de hierro vacuolar S. cerevisiae (Philpott & Protchenko, 2008) 

Fre2 Reductasa de hierro C. neoformans (Saikia et al., 2014) 

Fet4 Ferroxidasa de baja afinidad S. cerevisiae (Hassett et al., 2000) 

Smf1 Transportador de cationes divalentes S. cerevisiae (Chen et al., 1999) 

Smf3 Transportador de cationes divalentes S. cerevisiae (Portnoy et al., 2000) 

Fet3 Ferroxidasa S. cerevisiae (Askwith et al., 1994) 

CaFet3 Ferroxidasa C. albicans (Eck et al., 1999) 

FetC Ferroxidasa A. fumigatus (Schrettl et al., 2004) 

Cfo1 Ferroxidasa C. neoformans (Lian et al., 2005) 

Cfo2 Ferroxidasa C. neoformans (Jung et al., 2009) 

Fer1 Ferroxidasa U. maydis (Eichhorn et al., 2006) 

Fet1 Ferroxidasa F. graminearum (Park et al., 2007) 

Fet2 Ferroxidasa F. graminearum (Park et al., 2007) 

Ftr1 Permeasa de hierro S. cerevisiae (Stearman et al., 1996) 

CaFtr1 Permeasa de hierro C. albicans (Ramanan & Wang, 2000) 

CaFtr2 Permeasa de hierro C. albicans (Ramanan & Wang, 2000) 

FtrA Permeasa de hierro A. fumigatus (Schrettl et al., 2004) 

Cft1 Permeasa de hierro C. neoformans (Lian et al., 2005) 

Cft2 Permeasa de hierro C. neoformans (Jung et al., 2009) 

Fer2 Permeasa de hierro U. maydis (Eichhorn et al., 2006) 

Fgftr1 Permeasa de hierro F. graminearum (Park et al., 2007) 

Fgftr2 Permeasa de hierro F. graminearum (Park et al., 2007) 

Ftr1 Permeasa de hierro R. oryzae (Fu et al., 2004) 

Ccc2 Transportador de cobre microsomal S. cerevisiae (Yuan et al., 1995) 

CAPTACIÓN DE HIERRO POR SIDERÓFOROS 

Fit1p Manoproteína de pared celular S. cerevisiae (Protchenko et al., 2001) 

Arn1-4 Transportador de sideróforos S. cerevisiae (Heymann et al., 2000) 

Rfs Sintetasa de rhizoferrina R. delemar (Carroll et al., 2017) 

Fob1-2 Receptores de ferrioxamina R. oryzae (Liu et al., 2015) 
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Tabla 1. Continuación. 

Proteína Función Especie Referencia 

CAPTACIÓN DE HIERRO DEL GRUPO HEMO 

Hmx1 Hemo oxigenasa S. cerevisiae (Protchenko & Philpott, 2003) 

CaHmx1 Hemo oxigenasa C. albicans (Santos et al., 2003) 

Cig1 Hemóforo C. neoformans (Cadieux et al., 2013) 

ALMACENAMIENTO DE HIERRO INTRACELULAR 

Ccc1 Transportador de hierro vacuolar S. cerevisiae (Li et al., 2001) 

REGULACIÓN DE LA CAPTACIÓN DE HIERRO 

SreA Factor GATA represor A. fumigatus (Schrettl et al., 2008) 

HapX Factor bZIP activador A. fumigatus (Schrettl et al., 2010) 

Cir1 Factor GATA activador/represor C. neoformans (Jung et al., 2006) 

HapX Factor bZIP activador C. neoformans (Jung & Kronstad, 2008) 

SreA Factor GATA represor en hifa T. marneffei (Pasricha et al., 2016) 

Aft1 Factor de transcripción activador S. cerevisiae (Casas et al., 1997) 

Aft2 Factor de transcripción activador S. cerevisiae (Blaiseau et al., 2001) 

Una vez el hierro se encuentra en su forma reducida, puede entrar en el citosol a 

través de un mecanismo de captación de hierro que se clasifica en baja o alta afinidad 

según su especificidad por la concentración de hierro presente en el medio. Los 

sistemas de baja afinidad (Km de 40 μM) funcionan en medios ricos como 

transportadores de hierro, pero también de otros elementos como magnesio y calcio. 

Estos mecanismos han sido descritos en numerosas especies, siendo los más 

estudiados la permeasa Fet4 de S. cerevisiae (Hassett et al., 2000) y los 

transportadores de metales divalentes de la familia Nramp llamados Smf (Chen et al., 

1999) (Figura 5 y Tabla 1). Sin embargo, los mecanismos más habituales de captación 

de hierro en hongos patógenos y con una regulación sofisticada son aquellos de alta 

afinidad, que están especializados en la captación de hierro cuando su disponibilidad es 

limitada. Este sistema permite captar hierro a partir de las proteínas transportadoras de 

hierro en el suero del hospedador, transferrina y lactoferrina. El hierro reducido es 

transportado al interior celular por el sistema de transporte de alta afinidad (Km de 0,2 

μM) formado por dos proteínas acopladas que actúan secuencialmente: una ferroxidasa 

multicobre (Fet3) (Askwith et al., 1994) y una permeasa de hierro transmembrana (Ftr1) 

(Stearman et al., 1996). Brevemente, el ion ferroso es oxidado por la ferroxidasa en una 

reacción dependiente de cobre y de oxígeno molecular. Después, el ion férrico es 

transportado al interior del citosol a través de la permeasa Ftr1. A pesar de que se 

desconocen las ventajas del acoplamiento de ambas proteínas, el paso de oxidación 
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previo al transporte es obligatorio, ya que el déficit de actividad oxidasa reduce la 

captación de hierro (Wang et al., 2003) (Figura 5 y Tabla 1). 

Las ferroxidasas pertenecen a la familia de las oxidasas multicobre, donde se 

incluyen las lacasas o la ceruloplasmina (Hassett et al., 1998). Estas proteínas 

contienen cuatro átomos de cobre organizados en tres sitios según sus características 

espectrofotométricas: tipo 1, tipo 2 y tipo 3 (formado por dos átomos de cobre acoplados) 

(Figura 6). Tanto la oxidación de hierro como la reducción de oxígeno molecular a agua 

ocurre en distintos sitios de cobre, teniendo lugar la oxidación del ion ferroso en el sitio 

de cobre tipo 1. Los cuatro átomos de cobre son necesarios para la actividad oxidasa 

de la ferroxidasa y, para ello, la ferroxidasa sufre modificaciones postraduccionales 

donde el transportador de cobre microsomal Ccc2 incorpora el cobre necesario (Yuan 

et al., 1995) (Figura 5 y Tabla 1). Aunque la mayoría de las oxidasas multicobre 

presentan especificidad por una gran variedad de sustratos orgánicos, la actividad de 

las ferroxidasas es exclusiva de la oxidación de hierro.  

Figura 6. Estructura y topología del plegamiento de la ferroxidasa Fet3 de S. cerevisiae. 

(A) Diagrama de cintas de Fet3. Los sitios de cobre tipo 1, tipo 2 y tipo 3 se muestran en azul,

verde y amarillo, respectivamente. Los tres dominios tipo plastocianina (tipo barril β en forma 

greca) se muestran coloreados en azul, verde y marrón. En rojo se indican los residuos de 

carbohidratos identificados en el mapa de densidad electrónica. (B) Esquema de la topología de 

Fet3. Se muestran los aminoácidos que actúan como ligandos de los cuatro átomos de cobre 

(Taylor et al., 2005). 

Los hongos presentan multitud de oxidasas multicobre en su genoma. La 

diferencia importante entre las ferroxidasas y el resto de las oxidasas multicobre es la 

presencia de dos residuos ácidos, E185 y D409, en su secuencia proteica (Kosman, 
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2010). Ambos residuos forman parte del sitio funcional donde se oxida el ion ferroso. El 

papel de las ferroxidasas en el trasporte de hierro es clave, pero no pueden actuar como 

transportadoras ya que presentan un único dominio transmembrana en su extremo 

carboxilo terminal (Taylor et al., 2005). Para el correcto funcionamiento del mecanismo 

de captación de hierro es necesaria la permeasa de hierro de alta afinidad Ftr1. Esta 

permeasa tiene 7 hélices transmembrana, con una orientación generalmente en N-

terminal externo C-terminal interno, y el motivo REGLE transmembrana, que es esencial 

para su unión a hierro (Stearman et al., 1996). 

El sistema de captación de hierro ferroxidasa-permeasa ha sido caracterizado en 

varios hongos patógenos. En C. albicans se han identificado dos permeasas de hierro 

CaFTR1 y CaFTR2. La expresión de CaFTR1 se induce a bajas concentraciones de 

hierro, mientras que la expresión de CaFTR2 es opuesta, siendo los mutantes en 

CaFTR1 menos virulentos en modelos de infección de ratón (Ramanan & Wang, 2000). 

Por el contrario, mutantes en la ferroxidasa CaFet3 no presentan cambios de 

patogenicidad (Eck et al., 1999). En A. fumigatus se han identificado la ferroxidasa FetC 

y la permeasa FtrA en la captación de hierro de alta afinidad, pero sus funciones no son 

esenciales para desarrollar la infección (Schrettl et al., 2004). En C. neoformans se han 

caracterizado dos parejas de proteínas del sistema, la ferroxidasa CFO1 y la permeasa 

de hierro CFT1 (Lian et al., 2005), y sus homólogas CFO2 y CFT2. La pareja CFO1-

CFT1 es la más relevante en la captación de hierro durante la infección, ya que 

mutaciones en la ferroxidasa CFO1 provocan un descenso en la virulencia y una mayor 

sensibilidad a antifúngicos (Jung et al., 2009). En patógenos de plantas este sistema de 

captación de hierro también se ha estudiado como factor de virulencia, por ejemplo, en 

Ustilago maydis la permeasa Fer2 y la ferroxidasa Fer1 están implicadas en la 

patogénesis (Eichhorn et al., 2006); mientras que en Fusarium graminearum dos parejas 

de ferroxidasa/permeasa, FgFtr1/FgFet1 y FgFtr2/FgFet2 (Park et al., 2007), están 

implicadas en la captación de hierro pero no son esenciales para la virulencia 

(Greenshields et al., 2007). 

En Mucorales, la captación de hierro por el mecanismo de alta afinidad fue descrita 

por primera vez en Rhizopus oryzae con la caracterización del gen Ftr1 (Fu et al., 2004), 

cuya expresión está determinada por la baja concentración de hierro en el medio. 

Posteriormente, se confirmó el papel clave de Ftr1 para la infección de R. oryzae en un 

modelo de ratón diabético, ya que el gen se sobreexpresaba in vivo durante la infección 

y estirpes mutantes heterocariontes con copias limitadas del gen mostraban una 

virulencia reducida (Ibrahim et al., 2010). Además, la inmunización pasiva de ratones 

diabéticos con anticuerpos anti-Ftr1 protegía a los animales de la infección. El sistema 

19



I. Introducción

de captación de hierro de alta afinidad es tan relevante en Mucorales que el 

silenciamiento de la permeasa Ftr1 provoca apoptosis mediada por caspasas en 

esporas de R. oryzae cuando los niveles de hierro en el medio son escasos (Shirazi 

et al., 2015). De hecho, la privación de hierro en el fagosoma de macrófagos ocasiona 

la inducción de genes de captación de hierro en R. oryzae, incluyendo el gen Ftr1. Por 

lo tanto, cuando hay defectos en el sistema de captación de hierro las esporas del hongo 

no son capaces de germinar dentro del fagosoma (Andrianaki et al., 2018). En otros 

hongos mucorales la investigación del sistema de captación de hierro de alta afinidad 

sólo ha llegado a la identificación genómica de supuestos genes a participar en el 

mecanismo reductivo. En el genoma de Lichtheimia corymbifera se han identificado 

cuatro copias de Ftr1 y tres de ellas están dispuestas en tándem junto a un gen que cifra 

una oxidasa multicobre. De todas estas copias de la permeasa, solo dos se expresan a 

bajas concentraciones de hierro, con el mismo patrón de expresión que las ferroxidasas 

asociadas; mientras que las dos copias restantes se expresan de forma constitutiva 

(Schwartze et al., 2014). 

I.2.1.2. Captación de hierro mediada por sideróforos

Los sideróforos son pequeños compuestos orgánicos que unen hierro con alta 

afinidad y especificidad. Por tanto, la captación de hierro mediada por sideróforos es 

esencial para la virulencia en hongos patógenos. La mayoría de los hongos son capaces 

de sintetizar y secretar sideróforos o secuestrar sideróforos generados por otros 

organismos, llamados en este caso xenosideróforos. Los sideróforos identificados son 

muy numerosos y estructuralmente diferentes (Winkelmann, 2007). Los más comunes 

en hongos son los hidroxamatos, caracterizados en las especies patógenas de Ustilago 

y Aspergillus, donde se incluyen los ferricromos, fusarinas y coprógenos (Haas, 2003). 

Existen estirpes patógenas que no producen sideróforos, como C. albicans (Heymann 

et al., 2002) y C. neoformans (Tangen et al., 2007), pero que son capaces de captar 

xenosideróforos de otros microorganismos usando receptores específicos en sus 

membranas.  

Durante la infección, los sideróforos pueden ser intracelulares, almacenando 

hierro durante la invasión, o extracelulares, para captar el hierro del medio. Por lo tanto, 

para la captación de hierro a través de sideróforos existen trasportadores específicos. 

En muchas ocasiones, cuando el hongo es incapaz de sintetizar sus propios sideróforos, 

estos transportadores son particulares para xenosideróforos. Las enzimas responsables 

de la biosíntesis de sideróforos y su transporte están compartimentalizadas, y la 

expresión de los genes correspondientes está coordinada y regulada por la 

disponibilidad de hierro. En S. cerevisiae, las manoproteínas Fit aumentan la retención 
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de sideróforos en la pared celular y son los transportadores de la familia ARN/SIT los 

encargados de transportar, mediante endocitosis, el complejo sideróforo-hierro al 

interior celular (Heymann et al., 2000) (Figura 5 y Tabla 1). Hasta la fecha, se han 

identificado transportadores de sideróforos en numerosos hongos, donde cada 

transportador exhibe una especificidad hacia un grupo particular de sideróforos (Philpott, 

2006).  

La captación de hierro mediante sideróforos es crucial para la infección en algunos 

hongos patógenos, como especies de Aspergillus y de Fusarium donde incluso la 

inhibición de la síntesis de sideróforos mediante el uso de estatinas afecta al potencial 

virulento de estos hongos en modelos de ratón (Leal et al., 2013). No obstante, la 

síntesis endógena de sideróforos en Mucorales no se ha visto estrechamente 

relacionada con la virulencia. Los Mucorales, a diferencia de otros hongos patógenos, 

no producen hidroxamatos, sino que sus sideróforos son carboxilatos. La rhizoferrina 

(Thieken & Winkelmann, 1992) es el sideróforo endógeno de numerosas especies de 

Mucorales, que es generado por la enzima sintetasa de rhizoferrina (Rfs) (Carroll et al., 

2017). Aunque su biosíntesis y transporte está implicado en la captación de hierro del 

medio, no se ha relacionado con el proceso de patogénesis, ya que es incapaz de captar 

hierro del suero sanguíneo (de Locht et al., 1994). Sin embargo, las especies patógenas 

de Mucorales pueden usar xenosideróforos durante la infección, agravando su 

virulencia. La deferoxamina es un sideróforo clínico empleado en tratamientos de 

diálisis, y se considera el xenosideróforo más frecuente relacionado con la 

mucormicosis, puesto que tratamientos prolongados con deferoxamina aumentan la 

predisposición a padecer la infección (Boelaert et al., 1993). La captación de 

deferoxamina se ha estudiado en Rhizopus spp., que son capaces de emplear la 

ferrioxamina (complejo deferoxamina/hierro) como xenosideróforo (de Locht et al., 

1994). La ferrioxamina se une a la pared celular de las esporas gracias a los receptores 

Fob1 y Fob2 (Fob del inglés Ferrioxamine binding), donde es transportada al interior de 

la célula a través del sistema de captación de alta afinidad (Liu et al., 2015) (Figura 7 y 

Tabla 1). Así, estirpes de R. oryzae donde se silencian los genes fob1 y fob2 son menos 

virulentas en modelos de ratón tratados con deferoxamina. La presencia de genes 

homólogos a fob1 y fob2 en otras estirpes patógenas de Mucorales ha hecho que el uso 

de deferoxamina se considere un factor de virulencia crítico para la mucormicosis. 

Algunas de las estrategias diseñadas para prevenir la mucormicosis en pacientes 

de susceptibilidad incluyen la sustitución de la deferoxamina por otros quelantes de 

hierro que no puedan ser empleados como xenosiderórofos. La incapacidad de estirpes 

patógenas de Mucorales de desarrollar la infección en ratones tratados con quelantes 

21



I. Introducción

sustitutos, como deferiprone (Ibrahim et al., 2006) o deferasirox (Ibrahim et al., 2007), 

ha planteado el uso de estos quelantes en terapias combinadas con antifúngicos para 

el tratamiento de la infección. Sin embargo, estudios recientes indican que la terapia 

combinada usando deferasirox y anfotericina B no mejora el pronóstico de la 

mucormicosis en algunos modelos de ratón (Schwarz et al., 2019), por lo que es 

necesaria la investigación de nuevas combinaciones para el uso de sideróforos como 

terapia complementaria. 

Figura 7. Mecanismos de captación de hierro en condiciones de alta disponibilidad de 

hierro en suero propuestos para R. oryzae. En pacientes con cetoacidosis diabética (del inglés 

diabetic ketoacidosis DKA), el ambiente ácido causa un desplazamiento mediado por protones 

del ion férrico (Fe3+) desde las moléculas transportadoras de hierro, incluyendo la transferrina 

(T). El ion férrico es reducido a ion ferroso (Fe2+) por reductasas de la membrana. Por el contrario, 

la deferoxamina (D) quela el hierro directamente de la transferrina, dando lugar a la ferrioxamina 

(D+Fe3+). Esta se une a los receptores de membrana Fob1 y Fob2, donde el hierro es reducido 

por las reductasas de membrana y se libera de la ferroxamina para entrar a la célula. En ambos 

casos participa el mecanismo reductor de captación de hierro, ya que la oxidasa multicobre oxida 

el hierro a ion férrico, que atraviesa la membrana por la permeasa de alta afinidad (Ftr1). Figura 

modificada de Ibrahim et al., 2008 y de Liu et al., 2015. 
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I.2.1.3. Captación de hierro del grupo hemo

La mayor fuente de hierro en hospedadores mamíferos está presente en forma de 

grupo hemo. Numerosos hongos patógenos son capaces de secretar hemolisinas para 

lisar los eritrocitos y acceder al grupo hemo como estrategia para captar hierro durante 

la infección. H. capsulatum (Foster, 2002), C. albicans (Manns et al., 1994) y 

C. neoformans (Jung & Kronstad, 2008) tienen actividad hemolítica y pueden crecer en

medios donde la única fuente de hierro es la hemoglobina. En C. albicans se han 

identificado varios factores hemolíticos y receptores de superficie específicos de unión 

al grupo hemo que participan en la captación de hierro rápida del hospedador. La 

posterior degradación del grupo hemo la catalizan hemo oxigenasas como CaHmx1, en 

una etapa de asimilación más lenta (Santos et al., 2003). En C. neoformans, aunque no 

se han identificado hemolisinas, se ha caracterizado un hemóforo, la manoproteína 

Cig1, implicada en la captación de hierro del grupo hemo durante la infección (Cadieux 

et al., 2013) (Tabla 1). En Mucorales no se ha caracterizado ningún mecanismo 

hemolítico o de captación de hierro a partir del grupo hemo de mamíferos. Durante el 

proyecto de secuenciación de los genomas de Rhizopus spp. se identificaron genes 

homólogos a la oxigenasa de hemo CaHmx1 de C. albicans (Ma et al., 2009). La 

identificación de genes involucrados en este mecanismo de captación de hierro podría 

explicar la capacidad angioinvasiva de los Mucorales durante la mucormicosis. 

I.2.2. Almacenamiento de hierro intracelular

Tras el transporte de hierro al interior celular, el almacenamiento es una etapa 

crítica para evitar la producción de radicales libres debido al hierro soluble en el citosol. 

Las vacuolas se consideran el depósito de hierro más abundante en hongos, donde se 

une a polifosfatos (Raguzzi et al., 1988). En S. cerevisiae se identificó Ccc1 como la 

proteína trasportadora que importa el hierro a la vacuola en condiciones ricas en hierro 

(Li et al., 2001) (Figura 5 y Tabla 1). Cuando la concentración de hierro disponible 

disminuye, S. cerevisiae exporta el hierro vacuolar hacia el citosol usando un complejo 

de transporte de hierro muy similar al de ferroxidasa/permeasa (Stearman et al., 1996). 

En hongos filamentosos como A. fumigatus y U. maydis se han identificado mecanismos 

similares para la distribución de hierro entre vacuola y citosol, algunos de ellos 

homólogos a los caracterizados en S. cerevisiae y otros con una función similar a los 

trasportadores ABC (Howard, 1999). 

Se han caracterizado proteínas de unión a hierro para su almacenamiento en 

animales (ferritina), plantas (fitoferritinas) y bacterias (bacterioferritinas) (Theil, 1987). 

Sin embargo, el único grupo de hongos donde se ha descrito este tipo de proteínas es 

en los Mucorales (LaBombardi et al., 1982). Tres tipos de ferritinas se han identificado 
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en estos hongos: la micoferritina, similar a las ferritinas de mamíferos; cigoferritina, una 

ferritina específica de Mucorales; y bacterioferritina, presente en Absidia spinosa 

(Carrano et al., 1996). Estas proteínas similares a ferritina no se han encontrado en 

ningún miembro de los filos Ascomycota y Basidiomycota, donde el almacenamiento 

principal de hierro es mediante sideróforos. La presencia de ferritina únicamente en 

Mucorales como método de almacenamiento de hierro podría ser un mecanismo 

importante para el metabolismo del hierro en la mucormicosis ya que, al ser una 

característica única de esta infección, una investigación detallada podría resultar en 

nuevas dianas terapéuticas. 

I.2.3. Regulación de la captación de hierro

La diversidad de mecanismos de captación de hierro caracterizados en un mismo 

organismo hace patente la actuación de un sistema de regulación que coordine la 

expresión y función de las proteínas implicadas, evitando redundancias en los 

mecanismos, y controlando la homeostasis intracelular del hierro. En hongos, tanto la 

captación como el almacenamiento de hierro están regulados por mecanismos de 

control transcripcional conservados, mediados por la disponibilidad de hierro. Este 

control es ejercido por activadores transcripcionales o represores transcripcionales tipo 

GATA (Hortschansky et al., 2007). De estos, la mayoría de las especies presentan una 

regulación dependiente de hierro controlada por los represores GATA. Ante 

concentraciones altas de hierro estos reguladores reprimen la transcripción de sus 

genes diana, especialmente aquellos implicados en la ruta de captación de hierro de 

alta afinidad y otros genes asociados (Philpott, 2006).  

En Aspergillus spp., la insuficiencia de hierro ocasiona una intensa remodelación 

transcripcional donde participan dos factores de transcripción interconectados: el factor 

GATA SreA (Schrettl et al., 2008) y el factor tipo bZIP HapX (Schrettl et al., 2010) (Figura 

8). En ambientes ricos en hierro se activa SreA que reprime a los genes de captación 

de hierro, incluyendo los genes del sistema reductor y de generación de sideróforos. En 

medios pobres en hierro, HapX reprime las rutas de consumo de hierro intracelular, 

incluyendo la biosíntesis del grupo hemo y la respiración, e inhibe a SreA, creando un 

bucle de retroalimentación negativa. Defectos en HapX, pero no en SreA, atenúan la 

virulencia de A. fumigatus en un modelo de ratón de aspergilosis, lo que resalta la 

importancia de la regulación del metabolismo del hierro en la virulencia (Haas, 2012). 

En C. neoformans la regulación ocurre de forma contraria, el factor GATA Cir1 (Jung 

et al., 2006) actúa como represor y activador de la captación de hierro en función de su 

disponibilidad, y es regulado de forma positiva por HapX (Jung & Kronstad, 2008). En el 

patógeno dimórfico T. marneffei existe una sobreexpresión de los sistemas de captación 
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de hierro en crecimiento como levadura, que es reprimido por SreA durante el 

crecimiento micelial no patogénico (Pasricha et al., 2016). En S. cerevisiae, la activación 

de más de 25 genes implicados en la captación de hierro (incluyendo reductasas, 

ferroxidasas y permeasas) es mediada por los factores de transcripción Aft1 (Casas 

et al., 1997) y Aft2 (Blaiseau et al., 2001) a través de la unión a una secuencia consenso 

que poseen los promotores de los genes que forman este “regulón de hierro” (Rutherford 

et al., 2003) (Figura 5).  

Figura 8. Esquema de la regulación por hierro mediada por SreA y HapX en Aspergillus 

spp. Los factores de transcripción SreA y HapX responden a la concentración de hierro 

en el medio. SreA es activado por la alta concentración de hierro e inhibe los sistemas 

de captación de hierro. HapX reprime las rutas de consumo de hierro y es reprimido por 

altas concentraciones de hierro. Ambos factores se reprimen mutuamente. TCA: ciclo 

de los ácidos tricarboxílicos o, en inglés, tricarboxylic acid cycle (Haas, 2012). 

En Mucorales no se ha caracterizado el mecanismo de regulación de captación de 

hierro. La única aproximación para desentrañar la red regulatoria de la captación de 

hierro en hongos basales se realizó en L. corymbifera donde se analizó el transcriptoma 

del hongo creciendo a bajas concentraciones de hierro, identificándose un gen 

sobreexpresado que mostraba una composición de dominios similar a los factores de 

transcripción tipo GATA (Schwartze et al., 2014). En el mismo análisis se identificó otro 

factor de transcripción tipo CRZ1 (del inglés Calcineurin-Responsive Zinc finger) que 

podría estar regulado por la ruta de la calcineurina. 

I.2.4. Estudio del metabolismo del hierro en la mucormicosis

A diferencia de otras infecciones fúngicas, un factor de susceptibilidad crítico en 

la mucormicosis es la presencia de hierro libre en el plasma, sintomatología frecuente 

en pacientes con diabetes descontroladas que incluyen cetoacidosis diabética (Artis 

et al., 1982). Estos pacientes presentan altos niveles de hierro libre debido al pH ácido 

que disocia la transferrina (Figura 7). Los Mucorales aprovechan esta disociación del 

hierro de la transferrina para captarlo a través del mecanismo ferroxidasa/permeasa, lo 

que les permite un crecimiento rápido en estos pacientes que lleva a la angioinvasión y 
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diseminación de la infección (Baldin & Ibrahim, 2017). Esto hace que la captación de 

hierro de alta afinidad se considere un factor de virulencia crucial en los Mucorales, ya 

que está implicada en la captación de hierro durante la infección. 

A pesar de la importancia de la captación de hierro en Mucorales, la investigación 

en el campo es preliminar, ya que el principal obstáculo para estudiar modelos de 

mucormicosis es la incapacidad de transformar de forma eficiente estirpes de 

Mucorales. Estos estudios sobre el metabolismo del hierro en Mucorales, que incluyen 

la captación, almacenamiento y regulación del hierro, consisten principalmente en 

escrutinios bioinformáticos del genoma de algunas especies, donde han encontrado 

genes que podrían estar implicados en dichos procesos. La validación experimental de 

estos descubrimientos mediante análisis funcionales se ha basado en el uso de 

R. oryzae como modelo para el estudio de los mecanismos del metabolismo de hierro.

De esta manera, se ha caracterizado una de las dos permeasas de hierro que presenta 

este hongo (Ftr1) (Fu et al., 2004). En el mismo modelo se han identificado dos 

receptores de pared celular de unión a ferrioxamina, Fob1 y Fob2, cuya función ha sido 

caracterizada parcialmente mediante el silenciamiento de los genes que cifran los 

receptores, siendo inviable la generación de estirpes mutantes dobles en R. oryzae. Sin 

embargo, los protocolos de transformación de esta estirpe son poco exitosos, pudiendo 

generar sólo mutantes simples heterocariontes e inestables, ya que tras varios pases 

de crecimiento vegetativo pierden el alelo mutante (Ibrahim et al., 2010). Por lo tanto, es 

clave en el estudio de la mucormicosis el uso de un modelo como M. circinelloides, 

donde se ha progresado más en el desarrollo de herramientas para la manipulación de 

su genoma (Nicolás et al., 2018).

I.3. Mucor circinelloides como organismo modelo de
mucormicosis

I.3.1. Clasificación, morfología y ciclo de vida

M. circinelloides, como se ha descrito anteriormente, es un hongo filamentoso que

pertenece al orden Mucorales, donde se engloban los agentes causales de la 

mucormicosis. El orden Mucorales, junto con Endogonales y Umbelopsidales, forman el 

subfilo Mucoromycotina, que pertenece al filo Mucoromycota (Spatafora et al., 2016). 

Tradicionalmente, los hongos de los filos Mucoromycota y los Zoopagomycota se 

agrupaban en los hongos cigomicetos, por la estructura de la espora sexual o cigospora. 

Sin embargo, se trata de un grupo polifilético y se ha actualizado su clasificación 

recientemente (Figura 9). Los hongos mucorales son considerados hongos basales 
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porque divergieron temprano del árbol filogenético, por lo que su posición filogenética 

es más cercana a los animales que la de los hongos del subreino Dikarya, y por lo tanto 

buenos organismos modelo para el estudio de procesos celulares conservados en los 

eucariotas.  

Figura 9. Árbol filogenético del reino de los hongos. Construido a partir del alineamiento de 

192 proteínas ortólogas conservadas. Todas las ramas presentan un valor de soporte tipo 

bootstrap del 100%, excepto cuando se indica con otro valor. F marca el ancestro común de los 

hongos. Tres genomas de especies de holozoos (metazoos, coanozoos e ictiospóreos) se usaron 

como grupo externo (Spatafora et al., 2016). 

Morfológicamente, el filo Mucoromycota se caracteriza por la formación de la 

cigospora por fusión de gametangios durante el ciclo sexual (Figura 10) y micelio 

generalmente cenocítico (salvo excepciones donde pueden aparecer septos). Estos 

hongos producen esporas vegetativas aflageladas e inmóviles llamadas 

esporangiosporas, que se desarrollan de forma endógena en estructuras globosas o 

esporangios, sostenidos por hifas aéreas denominadas esporangióforos (Schipper, 

1976). Los Mucorales se distinguen taxonómicamente por la presencia de una 

separación del esporangióforo y el esporangiom, que forma un septo pronunciado 

llamado columela.  
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Figura 10. Diversidad morfológica de Mucorales. (A) Micelio de Rhizopus stolonifer creciendo 

sobre fresas (Hoffmann et al., 2013). (B) Esporangióforos de Phycomyces blakesleeanus 

(Nguyen, 2018). (C) Micelios de M. circinelloides de distinto tipo sexual (+) y (-) cuyo cruzamiento 

produce una línea oscura que corresponde con la zona de producción de cigosporas (Li et al., 

2011). (D) Esporangióforo relleno de esporangiosporas melanizadas de Mucor spp. (de Hoog 

et al., 2001). (E) Esporangiosporas saliendo del esporangióforo, se aprecia la columela teñida de 

azul de lactofenol (de Hoog et al., 2001). (F) Esporangióforo y (G) cigospora de M. circinelloides 

al microscopio electrónico de barrido. La escala indica 10 µm. (E), (F) y (G) son figuras tomadas 

de Li et al., 2011. 

Por lo general, M. circinelloides se reproduce de forma asexual, vía esporas que 

son liberadas de los numerosos esporangios (Figura 11). Estas esporas son 

multinucleadas, de forma redondeada y pigmentadas con melanina, pero varían en 

tamaño y número de núcleos en función de la estirpe  (Li et al., 2011). Estas esporas 

germinan pasando por una fase de crecimiento isotrópico, en la que se hinchan y 

posteriormente producen uno o varios tubos germinativos que formarán las hifas. El 

micelio, haploide y cenocítico donde no existen tabiques que separen los núcleos, crece 

rápidamente ramificándose y dando lugar a hifas aéreas que originarán los 

esporangióforos. Este ciclo de vida es corto y rápido, y es el que se utiliza para cultivar 

a M. circinelloides in vitro. Además, es el más frecuente en la naturaleza, siendo la vía 

infectiva en humanos a través de la inhalación o penetración de esporas en heridas 

(Cornely et al., 2019).  

https://mycology.adelaide.edu.au/
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Las especies del género Mucor son heterotálicas por lo que existen dos tipos 

sexuales (+) y (-), determinados por los genes sexP o sexM en el locus MAT, 

respectivamente. Estos genes cifran factores de transcripción con dominios del grupo 

de alta movilidad (HMG, del inglés High Mobility Group) (Idnurm et al., 2008). Para la 

reproducción sexual deben encontrarse dos micelios de distinto tipo sexual, lo que 

induce la diferenciación de las hifas sexuales o cigóforos que se fusionan por 

plasmogamia (Figura 11) (Li et al., 2011). Esta fusión forma los gametangios, separados 

del resto de la hifa por septos, donde se van acumulando esporolenina y melanina dando 

lugar a la cigospora. En la cigospora se produce la cariogamia de dos núcleos haploides 

y posterior meiosis. De los cuatro productos meióticos, solo uno sobrevive y el resto 

degeneran. Tras un periodo de latencia, la cigospora germina formando una hifa aérea 

que sustenta el germosporangio, donde se engloban las germosporas que darán lugar 

a un nuevo micelio (Gauger, 1965). Actualmente se desconoce el proceso adecuado 

para la germinación de la cigospora hasta la obtención de una progenie viable en 

condiciones de laboratorio entre estirpes de M. circinelloides, por lo que los 

experimentos de genética clásica realizando cruzamientos quedan descartados para 

esta especie.  

Figura 11. Ciclo de vida de Mucor spp. Se indican las estructuras morfológicas implicadas en 

la reproducción asexual y sexual. R! indica el punto donde ocurre la meiosis. Figura adaptada de 

Díaz González et al., 2004. 
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I.3.2 M. circinelloides como organismo modelo

Los Mucorales son hongos filamentosos ubicuos, predominantemente saprófitos 

de materia orgánica en descomposición, pero también son patógenos de animales, 

plantas y otros hongos (Hoffmann et al., 2013). De hecho, existen casos de 

contaminación de alimentos por Mucorales que han desencadenado problemas de salud 

pública (Lee et al., 2014). Por lo tanto, la ecología de los Mucorales es tan diversa que 

su estudio ha dado lugar a numerosas aplicaciones biotecnológicas y a caracterizar 

procesos biológicos conservados en eucariotas. 

Max Delbrück, ganador del premio Nobel en 1969 por sus estudios sobre la 

replicación y estructura genética de los virus, fue el primer investigador que consideró 

el mucoral P. blakesleeanus como un organismo modelo atractivo para el estudio de 

procesos biológicos de eucariotas, centrándose su nueva investigación en la 

caracterización de los sistemas de percepción y transducción de señales. Sin embargo, 

la investigación con hongos basales ha estado marcada por multitud de obstáculos 

hasta que se desarrolló un sistema de transformación genética eficaz en 

M. circinelloides (van Heeswijck & Roncero, 1984). Otras especies de Mucorales han

sido empleadas como modelos, consiguiendo transformar R. oryzae (Skory, 2002) y 

R. delemar (Skory & Ibrahim, 2007). Sin embargo, la integración genética mediante

recombinación homóloga es inestable en estas especies, por lo que tras varios ciclos de 

crecimiento vegetativo el alelo mutante se pierde recuperando el fenotipo silvestre 

(Ibrahim et al., 2010). Por consiguiente, M. circinelloides f. lusitanicus es la especie 

mucoral que se ha conseguido transformar con éxito, empleando un protocolo mejorado 

que se basa en la electroporación de protoplastos (Gutiérrez et al., 2011), lo que ha 

dado paso al desarrollo de nuevas técnicas de biología molecular. Estas técnicas 

incluyen el uso de vectores autorreplicativos que se mantienen por presión selectiva o 

la integración por recombinación homóloga para la deleción o integración de fragmentos 

lineales de DNA (Nicolás et al., 2018). La integración en loci diana de fragmentos 

específicos permite también la sobreexpresión estable de genes (Rodríguez-Frómeta 

et al., 2013), lo que es particularmente interesante desde el punto de vista 

biotecnológico. Tras el descubrimiento de la maquinaria de silenciamiento génico en 

M. circinelloides (Nicolás et al., 2003), se han construido vectores capaces de silenciar

genes diana mediante la generación de RNA de doble cadena. Actualmente, se están 

implementando nuevas técnicas para la mutación de genes basadas en el mecanismo 

de CRISPR-Cas9 en especies de Mucorales, como en M. circinelloides (Nagy et al., 

2017), R. delemar (Bruni et al., 2019) y L. corymbifera (Ibragimova et al., 2020). La 

principal limitación para el cultivo y transformación de M. circinelloides es su resistencia 
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a antifúngicos, por lo que es imprescindible el uso de marcadores de auxotrofía. Tres 

auxotrofías diferentes se han usado para la transformación genética: metionina (Anaya 

& Roncero, 1991), leucina (Roncero et al., 1989) y uracilo (Benito et al., 1992). La 

selección de transformantes es más eficaz en estirpes auxótrofas para leucina y uracilo, 

que se complementan con los genes leuA1 y pyrG, respectivamente. 

El genoma de la estirpe CBS277.49 de M. circinelloides se secuenció con éxito 

utilizando la plataforma de Illumina, dando lugar a un genoma de alta calidad de 36,6 Mb 

ensamblado en 19 supercóntigos o scaffolds (Corrochano et al., 2016). Recientemente, 

un proyecto de colaboración financiado por el Joint Genome Institute (JGI), donde 

participa el grupo de investigación de Genómica y Biotecnología Molecular de Hongos 

de la Universidad de Murcia, pretende caracterizar la metilación de adeninas en la 

regulación de la expresión génica en hongos basales. Esta colaboración ha permitido la 

secuenciación del genoma de la estirpe de M. circinelloides MU402 con la plataforma 

de lecturas largas de Pacific Biosciences (PacBio). Esta nueva secuenciación ha dado 

lugar a un ensamblado más completo, llegando a secuenciar elementos repetitivos del 

genoma. En un trabajo reciente (Navarro-Mendoza et al., 2019) se ha logrado por 

primera vez la expresión de proteínas fusionadas a epítopos fluorescente en Mucorales, 

en el que se han marcado dos proteínas del cinetocoro de M. circinelloides, lo que ha 

permitido la inmunoprecipitación de la cromatina y la identificación de los centrómeros 

de esta especie. Este proyecto ha sido posible gracias a la secuenciación del nuevo 

genoma y al desarrollo de nuevas técnicas de manipulación de Mucorales. Los 

Mucorales son los únicos hongos que carecen de CENP-A, la proteína clave del 

cinetocoro en la unión directa con el DNA para formar los nucleosomas centroméricos 

que determinan la identidad del centrómero. Esta ausencia tan importante ha sido 

caracterizada por primera vez en M. circinelloides, describiendo una estructura 

centromérica en mosaico. Estos centrómeros, nunca antes descritos en hongos, tienen 

una estructura híbrida con características de los centrómeros puntuales de S. cerevisiae 

(ya que el sitio de unión del cinetocoro es una secuencia corta de DNA) y de los 

centrómeros regionales del resto de hongos (pues contienen secuencias 

pericentroméricas largas con retrotransposones Grem-LINE1) (Navarro-Mendoza et al., 

2019). 

La disponibilidad de un genoma secuenciado y el desarrollo de técnicas de 

biología molecular para el manejo de M. circinelloides ha permitido investigar aspectos 

de su biología como son las respuestas a la luz y transducción de señales (Silva et al., 

2006, 2008; Navarro et al., 2013), la determinación del sexo y su evolución (Idnurm 

et al., 2008), el silenciamiento génico y la regulación de la expresión genética por 
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pequeños RNAs endógenos (Torres-Martínez & Ruiz-Vázquez, 2016), la acumulación 

de lípidos (Ratledge, 2004), la biosíntesis de carotenoides (Navarro et al., 2001) y el 

estudio de la cromatina centromérica (Navarro-Mendoza et al., 2019). 

I.3.3 Mecanismos de silenciamiento génico en M. circinelloides

El descubrimiento del silenciamiento génico mediado por RNA o RNA de 

interferencia (RNAi) a finales del siglo XX causó un impacto en la investigación sobre la 

regulación de la expresión génica. Se describió por primera vez en plantas y hongos 

(Napoli et al., 1990; Romano & Macino, 1992), y en nemátodos se clarificó el mecanismo 

desencadenante (Fire et al., 1998). Estas investigaciones pioneras dieron lugar a 

numerosos trabajos describiendo la presencia de este mecanismo en eucariotas. El 

silenciamiento génico se caracterizó principalmente como un mecanismo de defensa 

contra ácidos nucleicos invasivos, basado en la producción de pequeños RNAs 

interferentes (siRNAs, del inglés small interfering RNA) (Hammond et al., 2000). El 

mecanismo básico de RNAi se desencadena por la presencia de RNA de doble cadena 

(dsRNA, del inglés double-stranded RNA). Estas moléculas son reconocidas por una 

ribonucleasa de tipo III (Dicer) que procesa dsRNA precursor en siRNAs de un tamaño 

entre 21 y 25 nucleótidos (nt) (Bernstein et al., 2001). Estos siRNAs se incorporan al 

complejo proteico de silenciamiento inducido por RNA o RISC (RNA-induced silencing 

complex) donde la proteína Argonauta (Ago) usa el siRNA como guía para producir un 

corte endonucleolítico en los RNAs mensajeros (mRNAs) diana (Zamore et al., 2000; 

Hammond, 2001). Adicionalmente, en algunos organismos participa una polimerasa de 

RNA dependiente de RNA (RdRP) que genera dsRNA a partir de RNA de una sola 

cadena (ssRNA, del inglés, single-stranded RNA) para inducir o amplificar el 

silenciamiento génico en un proceso de retroalimentación (Sijen et al., 2001; Makeyev 

& Bamford, 2002; Forrest et al., 2004). La amplia investigación en el campo ha 

demostrado que este mecanismo está involucrado no solo en la defensa sino en la 

regulación de la fisiología y desarrollo del organismo y en el mantenimiento de la 

arquitectura cromosómica (Torres-Martínez & Ruiz-Vázquez, 2017). Además de los 

siRNAs, se ha demostrado que existen múltiples clases de pequeños RNAs endógenos 

(esRNA, del inglés endogenous small RNA), incluyendo los microRNAs (miRNAs), que 

actúan como reguladores de procesos celulares. La generación de estos esRNA suele 

compartir componentes con la maquinaria de silenciamiento génico canónica, como 

Dicer y Ago. Sin embargo, existen mecanismos alternativos no canónicos, en los que la 

actividad exonucleasa es independiente de Dicer (Trieu et al., 2015). 

El estudio del silenciamiento génico en hongos comenzó con el ascomiceto 

Neurospora crassa (Romano & Macino, 1992) y ha continuado con la búsqueda de los 
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componentes de la maquinaria en otras especies de ascomicetos, basidiomicetos y 

mucoromicetos (Nakayashiki et al., 2006). No obstante, algunos hongos filamentosos 

carecen total o parcialmente de la maquinaria de silenciamiento génico, como es el caso 

de los basidiomicetos U. maydis y Cryptococcus deuterogattii. Los primeros indicios de 

que existía un mecanismo de silenciamiento génico funcional en M. circinelloides fueron 

descritos cuando transformantes con copias adicionales del gen regulador de la 

carotenogénesis crgA presentaban un fenotipo contrario al esperado de sobreexpresar 

el gen (Navarro et al., 2001). Esta hipótesis se confirmó posteriormente usando genes 

involucrados en la síntesis de carotenos como marcadores visuales (Nicolás et al., 2003) 

(Figura 12).  

Figura 12. Los genes de la carotenogénesis de M. circinelloides como marcadores de 

silenciamiento génico. (A) Ruta de biosíntesis de carotenoides en M. circinelloides. La enzima 

CarRP con actividad sintetasa de fitoeno genera el primer caroteno a partir de dos moléculas de 

geranilgeranilpirofosfato (GGPP). El gen carB cifra una deshidrogenasa de fitoeno que cataliza 

las cuatro deshidrogenaciones que convierten el fitoeno en licopeno. La síntesis de β-caroteno 

se completa con la actividad ciclasa de licopeno de la enzima bifuncional CarRP. Se indica el 

color aproximado de cada carotenoide. (B) Colonias transformantes de M. circinelloides donde 

se está silenciando específicamente el gen carB, tras la transformación con un plásmido que 

sintetiza dsRNA homólogo al mRNA de carB. Las colonias albinas son el resultado de la 

acumulación de fitoeno (no coloreado) debido a la falta de función de CarB. (C) Acumulación 
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diferencial de siRNAs en colonias donde se está silenciando el gen carB. Cada calle pertenece 

a una muestra de cultivo crecida en el tiempo indicado en horas. Se muestra la membrana de 

hibridación de northern donde se aprecia la acumulación de siRNAs de 21 y 25 nt con sentido y 

antisentido a la transcripción del gen. Esta acumulación aumenta con el paso del tiempo y el 

crecimiento del hongo. Figura modificada de Nicolás et al., 2003. 

En M. circinelloides, la síntesis de carotenos está regulada por luz (Navarro et al., 

1995). Las estirpes silvestres tienen un micelio albino en la oscuridad que cambia a 

amarillento tras la iluminación con luz azul debido a la acumulación de β-caroteno. Esta 

respuesta está controlada a nivel transcripcional como refleja el hecho de que los niveles 

de los transcritos correspondientes a los genes estructurales involucrados en la 

biosíntesis de carotenoides sean extremadamente bajos en oscuridad, mientras que 

aumentan de forma extraordinaria en respuesta a la luz (Velayos et al., 2000). La 

inactivación del gen carB, que cifra una deshidrogenasa fitoeno implicada en la 

carotenogénesis, provoca un micelio albino debido a la acumulación del precursor de 

fitoeno no coloreado (Figura 12). El RNAi inducido por transgenes en M. circinelloides 

se demostró introduciendo copias del gen carB en plásmidos autorreplicativos que 

provocaban el silenciamiento del gen carB endógeno, y que resultaban en un micelio 

albino en condiciones de iluminación (Nicolás et al., 2003). Este trabajo fue pionero en 

el estudio de silenciamiento génico empleando M. circinelloides como organismo 

modelo. El interés por la diversidad del silenciamiento génico en hongos y el uso de 

M. circinelloides como organismo modelo han dado lugar a una amplia investigación

sobre sus mecanismos de silenciamiento génico, siendo un referente en este campo de 

estudio. 

M. circinelloides combina diferentes componentes de su maquinaria de RNAi para

llevar a cabo funciones que van más allá de la defensa contra ácidos nucleicos 

invasivos. Se han caracterizado tres rutas de silenciamiento génico que han sido 

relacionadas con la regulación de funciones biológicas, como son el crecimiento 

vegetativo, la reproducción sexual, la resistencia antifúngicos y la virulencia (Torres-

Martínez & Ruiz-Vázquez, 2016). En M. circinelloides los componentes canónicos de 

RNAi están altamente conservados. Se han identificado dos homólogos de la 

ribonucleasa III Dicer, Dcl1 y Dcl2 (Dicer-like 1 y 2) (Nicolás et al., 2007; De Haro et al., 

2009), siendo Dcl2 la ribonucleasa principal para el procesamiento de los dsRNA en 

siRNAs de 21 y 25 nt. Tres genes cifran proteínas homólogas a Ago, ago1, ago2 y ago3, 

de los que ago1 cifra la proteína más importante del mecanismo de degradación de los 

mRNAs diana (Cervantes et al., 2013). Además, se han identificado tres RdRPs con 

funciones diferenciadas en las distintas rutas de silenciamiento. RdRP1 es esencial para 

la inducción del silenciamiento génico cuando el precursor es una molécula de RNA de 
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una cadena, sintetizando dsRNA a partir de ella (Nicolas et al., 2010). RdRP2 participa 

en el proceso de amplificación de silenciamiento donde se acumulan siRNAs 

secundarios (Calo et al., 2012). Por otro lado, RdRP3 está involucrada en la ruta no 

canónica de silenciamiento génico o NCRIP (non-canonical RNAi pathway) (Calo et al., 

2017). Otros componentes de esta maquinaria de silenciamiento son Qip1, una 

exonucleasa homóloga a la proteína inducida por quelling de N. crassa (Xiao et al., 

2010); y RnhA, proteína similar a la helicasa SAD-3 (Calo et al., 2017; Hammond et al., 

2011). Mutantes en ambas proteínas han sido relacionados con defectos en el 

silenciamiento génico, pero se desconoce su función concreta dentro del mecanismo. 

Además, se ha identificado a la proteína R3B2 como una nueva ribonucleasa que 

participa en el mecanismo no canónico de silenciamiento génico (Trieu et al., 2015). 

De forma general, se han clasificado los mecanismos de silenciamiento génico en 

función del papel de Dicer en la ruta como ribonucleasa principal (Figura 13).  

I.3.3.1. Mecanismo de silenciamiento génico canónico dependiente de

Dicer 

Los mecanismos de silenciamiento canónico dependiente de Dicer se han 

clasificado en dos atendiendo a su función biológica: La ruta canónica de siRNA y la 

ruta de ex-siRNA (esRNAs derivados de exones) o epimutacional (Figura 13).  

El mecanismo de silenciamiento de siRNA se desencadena por la presencia de 

ácidos nucleicos invasivos, como plásmidos, transposones y virus, por lo que es un 

mecanismo de defensa y control de la integridad genómica (Ruiz-Vázquez et al., 2015). 

En este mecanismo RdRP1 genera moléculas de dsRNA a partir de ssRNA, que serán 

procesadas por Dcl2 en pequeños siRNAs de 21 a 25 nt (Nicolás et al., 2003). Estos 

siRNAs son incorporados al RISC donde Ago1 dirige la degradación de los transcritos 

complementarios en colaboración con Qip1. En esta ruta la etapa de amplificación es 

controlada por RdRP2, que produce nuevas moléculas de dsRNA a partir de los 

transcritos degradados, que generarán siRNAs secundarios. La ribonucleasa R3B2 

podría participar en la biogénesis de los siRNAs, aunque su función es desconocida. 

Mutantes en distintos componentes de la ruta presentan defectos en el crecimiento 

vegetativo, morfología de la hifa, esporulación y autolisis por estrés nutricional (Nicolás 

et al., 2015).  

La maquinaria de silenciamiento génico también participa en la regulación de la 

transcripción endógena. El mapeo genómico de los sRNAs producidos reveló que la 

mayoría eran esRNAs procedentes de exones (Nicolas et al., 2010). Esta ruta también 

está involucrada en la adaptabilidad de M. circinelloides para silenciar determinados 
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genes en respuesta a un estrés transitorio, por lo que se ha definido como ruta 

epimutacional (Calo et al., 2014). Las estirpes capaces de silenciar genes endógenos 

como respuesta a un estímulo transitorio fueron denominadas epimutantes, ya que 

presentan una flexibilidad fenotípica temporal independiente de cambios a nivel de 

secuencia de DNA. En este proceso participan los componentes de la vía canónica, pero 

con ciertas especificidades: RdRP2 es la polimerasa principal, Dcl1 es la proteína Dicer 

más relevante (Calo et al., 2014) y la helicasa RnhA participa (Calo et al., 2017). 

Figura 13. Rutas de silenciamiento génico caracterizadas en M. circinelloides. Según el 

origen del estímulo, el RNA aberrante (aRNA) es procesado por cada una de las tres rutas 

identificadas. Se muestran las dos rutas dependientes de Dicer: implicadas en la defensa de 

ácidos nucleicos invasivos (ruta de RNAi de siRNAs); y en la generación de epimutantes (que 

produce esRNAs). También se indican los componentes de la ruta no canónica de RNAi 

(independiente de Dicer) en la que se producen los rdRNAs. Se muestran cada una de las 

proteínas que podrían tener un papel en las rutas señaladas y las funciones caracterizadas de 

cada ruta. El signo de interrogación indica las etapas de cada ruta cuyos componentes están por 

confirmar. Figura adaptada de Calo et al., 2017. 
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I.3.3.2. Mecanismo de silenciamiento génico no canónico o independiente

de Dicer (NCRIP) 

El análisis de secuenciaciones de esRNAs en estirpes mutantes en los 

componentes del sistema de RNAi canónico reveló que existían esRNAs que se 

producían de forma indepediente a Dcl1, Dcl2 y Ago1, pero precisaban de la actividad 

de RdRP1, RdRP2 y RdRP3 (Trieu et al., 2015; Calo et al., 2017). En ese análisis, la 

acumulación de esRNAs específicos de un locus se correspondían con el descenso de 

los niveles de mRNA del que derivan, confirmando que se trataba de un mecanismo de 

silenciamiento génico. Estos esRNAs no presentan un tamaño definido, su orientación 

es predominantemente con sentido a la del transcrito diana y tienen preferentemente un 

uracilo en el penúltimo nucleótido de su extremo 5’. Esta nueva clase de esRNAs, 

también llamados rdRNAs (RNAs degradados dependientes de RdRP, en inglés RdRP-

dependent degraded RNAs) eran generados por un mecanismo de degradación de 

transcritos mediado por una maquinaria de silenciamiento no descrita en otros 

organismos (Figura 13). Aunque la función específica de los componentes de la ruta se 

desconoce, estudios con estirpes mutantes donde la ruta está afectada han dado lugar 

a los primeros bocetos de este novedoso mecanismo. La ribonucleasa R3B2 podría 

participar en la degradación de los RNAs mensajeros, en sustitución a Dicer y/o Ago. 

Todavía se desconoce la función biológica de esta ruta en M. circinelloides, aunque 

mutantes en el mecanismo presentan defectos en la interacción sexual, la resistencia a 

estrés y la virulencia (Trieu et al., 2015; Pérez-Arques et al., 2020). 

Existe una relación funcional entre los mecanismos de silenciamiento génico de 

M. circinelloides, ya que algunas proteínas participan de manera no exclusiva en más

de una ruta (Figura 13). Además, la ruta epimutacional interacciona con la NCRIP, ya 

que mutantes en proteínas clave de la ruta no canónica presentan tasas de epimutación 

más altas en comparación con estirpes silvestres (Calo et al., 2017). Este efecto 

represor de la NCRIP sobre la ruta epimutacional también se ha observado en el 

silenciamiento de los retrotransposones pericentroméricos (Grem-LINE1s), que está 

controlado por la vía canónica de silenciamiento (Pérez-Arques et al., 2020). La 

ausencia de las proteínas implicadas en la NCRIP provoca una sobreacumulación de 

sRNAs canónicos contra los retrotransposones, lo que pone de manifiesto esta relación 

entre rutas. Las interacciones entre las distintas rutas de silenciamiento es un campo 

por estudiar que podría explicar la diversidad fenotípica de una misma estirpe, 

especialmente en la sensibilidad variable a antifúngicos, y la determinación de un estilo 

de vida como patógeno oportunista. 
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I.3.3.3. Los mecanismos de silenciamiento génico en la patogénesis de

M. circinelloides

Uno de los factores clave en la mucormicosis es la resistencia a antifúngicos de 

las estirpes patógenas. Los Mucorales presentan resistencias intrínsecas a algunas 

clases de antifúngicos debido a cambios en la secuencia de los genes diana del fármaco 

(Caramalho et al., 2017). Además de estas resistencias intrínsecas, los Mucorales 

pueden ser resistentes a antifúngicos por modificaciones epigenéticas que confieren 

una plasticidad fenotípica transitoria para responder a distintos estreses ambientales, 

incluyendo el estrés ocasionado por el fármaco.  

Las modificaciones epigenéticas son aquellos cambios que no alteran la 

secuencia de DNA o la proteína codificante, pero sí modifican la expresión de los genes 

diana de forma reversible. Estas modificaciones epigenéticas se pueden categorizar en 

dos mecanismos fundamentales: los basados en RNA y las modificaciones de la 

cromatina. En hongos existen dos mecanismos basados en RNA que confieren 

resistencias epigenéticas a antifúngicos, la epimutación y el silenciamiento de cromatina 

vía RNAs largos no codificantes o lncRNA (del inglés, long non-coding RNA) (Chang 

et al., 2019b). 

La epimutación es una forma de resistencia novedosa basada en RNAi descrita 

por primera vez en M. circinelloides (Calo et al., 2014). Algunas estirpes del hongo 

resistentes al antifúngico FK506 no presentaban mutaciones mendelianas en la 

secuencia del gen fkbA que cifra la proteína diana FKBP12, y revertían el fenotipo 

cuando crecían en ausencia del antifúngico. Estas estirpes producían esRNAs 

complementarios al gen fkbA, provocando la degradación de su mRNA. La 

secuenciación de esRNAs de las estirpes epimutantes reveló la presencia de esRNAs 

con sentido y antisentido complementarios al locus fkbA. La epimutación de estas 

estirpes era transitoria y reversible ya que, tras varios ciclos de crecimiento vegetativo 

en ausencia del estrés, el epimutante volvía a ser sensible al antifúngico. 

Posteriormente, se ha observado el mismo fenómeno al enfrentar al hongo a otros 

agentes antifúngicos, como el ácido 5-fluoroorótico (5-FOA) por el silenciamiento 

transitorio de los genes pyrG o pyrF (Chang et al., 2019a). Ambos genes cifran enzimas 

implicadas en la síntesis de pirimidinas y convierten el 5-FOA en un nucleótido análogo 

de pirimidinas tóxico (Boeke et al., 1984). La resistencia por epimutación es estable in 

vivo, como se demostró en un modelo de ratón infectado con epimutantes resistentes a 

los antifúngicos FK506 y rapamicina. En este modelo, la tasa de epimutación y la tasa 

de reversión era más rápida en cerebro que en hígado, bazo, riñón o pulmón; mostrando 
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que el proceso de epimutación mediado por RNAi puede ser órgano-específico y estar 

relacionado con la infección por mucormicosis (Chang & Heitman, 2019). 

El control de la expresión génica por RNAi también se ha relacionado con la 

patogénesis en M. circinelloides. El mecanismo de RNAi podría controlar la respuesta a 

la fagocitosis en un proceso regulado por la NCRIP. Los mutantes en genes clave para 

esta ruta, rdrp1 y r3b2, no son capaces de controlar la respuesta a la fagocitosis como 

la estirpe silvestre, lo que resulta en un fenotipo menos virulento en un modelo de ratón. 

El estudio del transcriptoma de estos mutantes reveló una preexposición adaptativa al 

estrés del fagosoma, que estaba activa incluso en ausencia de macrófagos. Por tanto, 

la NCRIP controla la activación de la respuesta a la fagocitosis, silenciando los genes 

implicados en la misma durante el crecimiento vegetativo y liberando este control 

cuando las esporas son fagocitadas. El ambiente hostil del fagosoma debe inhibir la 

NCRIP para que la espora sea capaz de responder a la fagocitosis y desarrollar la 

infección (Pérez-Arques et al., 2020).  

La caracterización de los mecanismos de silenciamiento génico en Mucorales y 

de las respuestas biológicas controladas por los mismos será clave en el estudio de la 

mucormicosis. La relación de las diferentes rutas de silenciamiento durante la 

patogénesis podría explicar la plasticidad fenotípica de M. circinelloides ante varios 

estreses, la determinación de las vías infectivas, la invasión órgano-específica y las 

resistencias a antifúngicos.  

I.3.3.4. Aplicaciones del silenciamiento génico en la búsqueda y control de

nuevos factores de virulencia 

El estudio de los mecanismos de silenciamiento génico de M. circinelloides abre 

un nuevo abanico de aplicaciones para la identificación y control de nuevos factores de 

virulencia. En algunos microorganismos patógenos, la manipulación del sistema de 

silenciamiento génico ha permitido el control de la infección, donde es imprescindible 

diseñar vectores que produzcan dsRNAs para activar y desencadenar el mecanismo 

(Figura 14). Esta aplicación es especialmente útil en hongos patógenos de plantas, ya 

que es muy frecuente el intercambio de moléculas de RNA entre patógeno y 

hospedador, un fenómeno denominado intercambio interreino (Wang et al., 2015). 

Existen dos herramientas que usan RNAi para el control de fitopatógenos: una se basa 

en la inducción de silenciamiento génico en el hospedador (HIGS, del inglés host-

induced gene silencing) donde se expresa un transgén que produce sRNAs contra 

factores de virulencia del patógeno; y la inducción de silenciamiento génico directamente 

con aerosoles (SIGS, spray-induced gene silencing) que contienen moléculas de dsRNA 

39



I. Introducción

que al ser aplicadas sobre la planta provocan el silenciamiento de genes de virulencia 

en los patógenos diana (Sang & Kim, 2020). Este intercambio de sRNAs también se ha 

identificado entre animales y parásitos, y entre animales y bacterias; por lo que podría 

ser clave en el control y estudio de las infecciones fúngicas humanas (Zeng et al., 2019). 

Figura 14. Mecanismos de generación de moléculas de dsRNA inductoras. Se muestran las 

secuencias dispuestas en el genoma (rectángulos verdes) y el sentido de la transcripción con 

flechas. La molécula de RNA donde se distinguen regiones de dsRNA se indican al lado de cada 

mecanismo. Figura modificada de Ghildiyal & Zamore, 2009. 

Los sistemas de silenciamiento génico en microorganismos patógenos también se 

utilizan para la identificación a gran escala de factores de virulencia en estudios de 

genómica funcional. Estas estrategias se basan en el desarrollo de genotecas que 

desencadenan el mecanismo de silenciamiento génico en el organismo modelo. El 

primero fue desarrollado en el nemátodo Caenorhabditis elegans donde se logró 

silenciar hasta el 80% del genoma alimentando a los nemátodos con bacterias que 

expresaban dsRNA y que activaban la ruta de RNAi (Kamath et al., 2003). Otro estudio 

en Drosophila melanogaster (DasGupta et al., 2005) identificó 238 reguladores de la ruta 

del desarrollo controlada por las proteínas Wnt/Wingless, transcribiendo in vitro dsRNAs 

y observando la activación/represión de la ruta con un marcador bioluminiscente. En 

cultivos celulares humanos también se han empleado librerías basadas en el RNAi para 

la identificación de genes, donde el silenciamiento génico se activaba empleando 

vectores que expresaban horquillas pequeñas de RNA (shRNAs, del inglés short hairpin 

RNAs) o mediante síntesis in vitro de los siRNAs (Silva et al., 2004). En un estudio donde 

se analizaron los componentes de la ruta de la p53 se empleó una librería de vectores 

que producían shRNAs específicos (Berns et al., 2004). La investigación para la 

identificación de nuevos factores de virulencia en la mucormicosis podría incluir el uso 

de genotecas basadas en el RNAi, aprovechando la amplia caracterización de los 

sistemas de silenciamiento génico de M. circinelloides.

Transposón Transposón

Gen fundador

Loci estructurados

Transcripción convergente

Transposones en orientación 

invertida

Transcripción bidireccional

Pseudogenes transcritos en 

orientación contraria
Pseudogen
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II. Justificación y objetivos
La relevancia clínica de la mucormicosis como enfermedad emergente radica 

principalmente en la nula disponibilidad de tratamientos efectivos, lo que ocasiona altas 

tasas de morbilidad y mortalidad en los pacientes que sufren esta infección fúngica. El 

bajo éxito de las terapias usadas en clínica se agrava debido a la resistencia intrínseca 

que presentan estos hongos a antifúngicos de uso común, lo que provoca un mal 

pronóstico para pacientes de grupos de riesgo, como los inmunodeprimidos. La 

patogénesis de los hongos mucorales, causantes de la mucormicosis, está poco 

estudiada en comparación con otras especies patógenas pertenecientes a los 

ascomicetos o basidiomicetos. El principal obstáculo para estudiar las etapas de la 

infección, desde una visión molecular, es el difícil manejo en el laboratorio de estos 

hongos. Estudios con distintas especies de Mucorales han empleado sistemas de 

transformación que permiten la generación de mutantes y el estudio de procesos 

infecciosos de forma preliminar; sin embargo, las estirpes mutantes generadas son poco 

estables, llegando a perder la construcción integrada en el genoma tras varios pases de 

crecimiento vegetativo (Ibrahim et al., 2010). A esta inestabilidad se une la escasez de 

marcadores de auxotrofía y de resistencia que permitan la producción de mutantes 

dobles o triples. Por lo tanto, el estudio de factores de virulencia en Mucorales ha estado 

limitado por la escasez de estirpes genéticamente manipulables. La única especie 

donde se ha desarrollado un sistema de transformación genética eficaz y estable es 

M. circinelloides (Nicolás et al., 2018; Gutiérrez et al., 2011; Anaya & Roncero, 1991).

Durante años se han mejorado las técnicas de transformación basadas en la 

electroporación y se han generado estirpes con dobles auxotrofías que han permitido la 

modificación de dos loci simultáneamente. Además, la conveniente secuenciación y 

ensamblado de su genoma permiten la identificación a nivel genómico de factores de 

virulencia relacionados con la infección. Estos avances han permitido el estudio de 

numerosos procesos esenciales para la biología de los hongos mucorales. 

Tradicionalmente, los estudios con M. circinelloides se han centrado en las respuestas 

a la luz, particularmente en la regulación de la carotenogénesis (Silva et al., 2006, 2008; 

Navarro et al., 2013); y en la caracterización de las dos rutas principales de 

silenciamiento génico, identificando los componentes del mecanismo canónico y no 

canónico (Torres-Martínez & Ruiz-Vázquez, 2016; Trieu et al., 2015). 

En esta tesis se propone el uso de M. circinelloides y sus herramientas 

moleculares como sistema modelo para la caracterización en detalle de los procesos 

biológicos implicados en la mucormicosis. Uno de los factores de virulencia claves en 

esta infección es la competencia por la captación de hierro entre el hongo y el 
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hospedador (Ibrahim et al., 2012). Los estudios previos sobre el metabolismo del hierro 

en Mucorales se han realizado con especies de Rhizopus, donde se ha caracterizado el 

papel de la permeasa de hierro Ftr1. No obstante, en estos trabajos muestran 

conclusiones preliminares debido a la comentada inestabilidad de las estirpes mutantes 

y a la necesidad de recurrir al silenciamiento parcial de genes (Ibrahim et al., 2010). El 

uso de M. circinelloides como estirpe modelo puede permitir la caracterización en detalle 

de los componentes del sistema de captación de hierro y su regulación durante la 

interacción con el hospedador. 

Otro aspecto clave en el estudio de la mucormicosis es la identificación de factores 

de virulencia novedosos y propios de Mucorales que expliquen la dualidad en el estilo 

de vida de estos hongos, especialmente aquellos que determinan su potencial 

patogénico. Una estrategia basada en estudios de genómica funcional puede permitir la 

identificación a gran escala de genes importantes durante la mucormicosis. Los estudios 

clásicos de genética funcional se fundamentan en técnicas como la mutagénesis 

insercional, utilizando transposones, o la transformación con Agrobacterium 

tumefaciens. Sin embargo, estas herramientas no se han desarrollado con éxito para 

hongos Mucorales. Una alternativa de genética inversa, empleada en C. elegans 

(Kamath et al., 2003), D. melanogaster (DasGupta et al., 2005) y células de mamíferos 

(Berns et al., 2004) se basa en el uso de genotecas de silenciamiento. Por consiguiente, 

se planteó el diseño de una plataforma de genómica funcional en M. circinelloides que 

utilizará genotecas de silenciamiento que representen todo el genoma para identificar 

genes implicados en patogénesis y que, además, servirá como una herramienta para el 

estudio de cualquier otro proceso biológico en Mucorales. 

La caracterización en detalle de los genes relacionados con la virulencia y el 

estudio de sensibilidad y resistencia a antifúngicos necesita de sistemas de detección y 

monitorización que permitan escrutar los fenotipos de las estirpes in vivo. En otros 

hongos patógenos se han desarrollado herramientas basadas en estirpes 

bioluminiscentes (Brock et al., 2008; Enjalbert et al., 2009), que permiten la 

monitorización de la infección del hongo in vivo a través de la detección de luz mediante 

técnicas de imagen. El desarrollo de esta herramienta en Mucorales permitiría analizar 

cómo ocurre la progresión de la infección en distintos tejidos, ya que la mucormicosis 

presenta diversas manifestaciones clínicas (Jeong et al., 2019). Algunos estudios han 

demostrado que las esporas del hongo se comportan de forma diferente en cada tejido 

del hospedador, como por ejemplo, en la producción de epimutaciones por RNAi (Chang 

& Heitman, 2019). Caracterizar esta capacidad infectiva órgano-específica en Mucorales 

podría ser determinante para la identificación de factores de virulencia y diseño de 
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nuevas dianas terapéuticas, así como para mejorar las técnicas de diagnóstico que 

eviten una terapia tardía. Basándonos en estudios previos realizados con otros hongos, 

se propuso el desarrollo de un sistema de monitorización in vivo de la infección de 

Mucorales mediante la generación de estirpes bioluminiscentes. La expresión 

heteróloga de genes en M. circinelloides de una forma estable y duradera es un campo 

preliminar, con avances recientes que incluyen la expresión de proteínas de fusión 

fluorescentes para el estudio del cinetocoro (Navarro-Mendoza et al., 2019). 

De acuerdo con los antecedentes descritos, el objetivo general de la tesis doctoral 

es la identificación de factores de virulencia, rutas y procesos implicados en la capacidad 

de los hongos mucorales para producir mucormicosis, así como el desarrollo de 

herramientas que faciliten su análisis, utilizando como modelo de estudio 

M. circinelloides f. lusitanicus. Este objetivo general se desglosa en tres objetivos

específicos: 

1. Creación de una plataforma de genómica funcional basada en el

mecanismo de silenciamiento génico en M. circinelloides para la

identificación de nuevos factores de virulencia en la mucormicosis.

Los resultados obtenidos en este objetivo han sido publicados en el artículo:

T.A. Trieu, M. I. Navarro-Mendoza, et al. RNAi-based functional genomics

identifies new virulence determinants in mucormycosis. 2017. PLoS Pathogens.

13(1):e1006150. doi:10.1371/journal.ppat.1006150

2. Caracterización de los sistemas de captación de hierro y su regulación en

M. circinelloides en modelos de la infección in vivo.

Las evidencias de esta investigación se han publicado en el siguiente artículo: 

M. I. Navarro-Mendoza, et al. Components of a new gene family of ferroxidases

involved in virulence are functionally specialized in fungal dimorphism. 2018. 

Scientific Reports. 8(1):7660. doi:10.1038/s41598-018-26051-x 

3. Diseño de una herramienta de monitorización in vivo de la infección de

Mucorales mediante la generación de estirpes bioluminiscentes de

M. circinelloides.

Los resultados recogidos tras la culminación del objetivo han sido publicados en: 

U. Binder, M. I. Navarro-Mendoza, et al. Generation of a Mucor circinelloides

reporter strain - a promising new tool to study antifungal drug efficacy and 

mucormycosis. 2018. Genes. 9(12), 613. doi:10.3390/genes9120613.
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IV.1. RNAi-based functional genomics identifies new virulence

determinants in mucormycosis 

Trung A. Trieu, María Isabel Navarro-Mendoza, Carlos Pérez-Arques, 

Marta Sanchis, Josep Capilla, Patricia Navarro-Rodríguez, Loida López-

Fernández, Santiago Torres-Martínez, Victoriano Garre, Rosa M. Ruiz-

Vázquez y Francisco E. Nicolás. 

20 January 2017. PLoS Pathogens 

doi:10.1371/journal.ppat.1006150 

Abstract 

Mucorales are an emerging group of human pathogens that are responsible for the lethal 

disease mucormycosis. Unfortunately, functional studies on the genetic factors behind 

the virulence of these organisms are hampered by their limited genetic tractability, since 

they are reluctant to classical genetic tools like transposable elements or gene mapping. 

Here, we describe an RNAi-based functional genomic platform that allows the 

identification of new virulence factors through a forward genetic approach firstly 

described in Mucorales. This platform contains a whole-genome collection of Mucor 

circinelloides silenced transformants that presented a broad assortment of phenotypes 

related to the main physiological processes in fungi, including virulence, hyphae 

morphology, mycelial and yeast growth, carotenogenesis and asexual sporulation. 

Selection of transformants with reduced virulence allowed the identification of mcplD, 

which encodes a Phospholipase D, and mcmyo5, encoding a probably essential cargo 

transporter of the Myosin V family, as required for a fully virulent phenotype of 

M. circinelloides. Knock-out mutants for those genes showed reduced virulence in both

Galleria mellonella and Mus musculus models, probably due to a delayed germination 

and polarized growth within macrophages. This study provides a robust approach to 

study virulence in Mucorales and as a proof of concept identified new virulence 

determinants in M. circinelloides that could represent promising targets for future 

antifungal therapies. 

https://journals.plos.org/plospathogens/article?id=10.1371/journal.ppat.1006150#ack 
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virulence are functionally specialized in fungal dimorphism 

María Isabel Navarro-Mendoza, Carlos Pérez-Arques, Laura Murcia, Pablo 

Martínez- García, Carlos Lax, Marta Sanchis, Javier Capilla, Francisco E. 

Nicolás y Victoriano Garre 

16 May 2018. Scientific Reports 

doi:10.1038/s41598-018-26051-x 

Abstract 

Mucormycosis is an emerging angio-invasive infection caused by Mucorales that 

presents unacceptable mortality rates. Iron uptake has been related to mucormycosis, 

since serum iron availability predisposes the host to suffer this infection. In addition, iron 

uptake has been described as a limiting factor that determines virulence in other fungal 

infections, becoming a promising field to study virulence in Mucorales. Here, we 

identified a gene family of three ferroxidases in Mucor circinelloides, fet3a, fet3b and 

fet3c, which are overexpressed during infection in a mouse model for mucormycosis, 

and their expression in vitro is regulated by the availability of iron in the culture media 

and the dimorphic state. Thus, only fet3a is specifically expressed during yeast growth 

under anaerobic conditions, whereas fet3b and fet3c are specifically expressed in 

mycelium during aerobic growth. A deep genetic analysis revealed partially redundant 

roles of the three genes, showing a predominant role of fet3c, which is required for 

virulence during in vivo infections, and shared functional roles with fet3b and fet3c during 

vegetative growth in media with low iron concentration. These results represent the first 

described functional specialization of an iron uptake system during fungal dimorphism. 

https://www.nature.com/articles/s41598-018-26051-x 
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promising new tool to study antifungal drug efficacy and 

mucormycosis 

Ulrike Binder, María Isabel Navarro-Mendoza, Verena Naschberger, Ingo 

Bauer, Francisco E. Nicolás, Johannes D. Pallua, Cornelia Lass-Flörl y 

Victoriano Garre 

7 December 2018. Genes 

doi:10.3390/genes9120613 

Abstract 

Invasive fungal infections caused by Mucorales (mucormycosis) have increased 

worldwide. These life-threatening infections affect mainly, but not exclusively, 

immunocompromised patients, and are characterized by rapid progression, severe 

tissue damage and an unacceptably high rate of mortality. Still, little is known about this 

disease and its successful therapy. New tools to understand mucormycosis and a 

screening method for novel antimycotics are required. Bioluminescent imaging is a 

powerful tool for in vitro and in vivo approaches. Hence, the objective of this work was to 

generate and functionally analyze bioluminescent reporter strains of Mucor 

circinelloides, one mucormycosis-causing pathogen. Reporter strains were constructed 

by targeted integration of the firefly luciferase gene under control of the M. circinelloides 

promoter Pzrt1. The luciferase gene was sufficiently expressed, and light emission was 

detected under several conditions. Phenotypic characteristics, virulence potential and 

antifungal susceptibility were indifferent to the wild-type strains. Light intensity was 

dependent on growth conditions and biomass, being suitable to determine antifungal 

efficacy in vitro. This work describes for the first time the generation of reporter strains in 

a basal fungus that will allow real-time, non-invasive infection monitoring in insect and 

murine models, and the testing of antifungal efficacy by means other than survival. 

https://www.mdpi.com/2073-4425/9/12/613 
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V. Conclusions
The results obtained in the publications that encompass this thesis led to the following 

conclusions: 

1. An RNAi-based functional genomic platform generated a whole-genome

collection of M. circinelloides silenced transformants that showed a broad

assortment of phenotypes related to essential physiological processes in fungi,

including virulence, hyphal morphology, mycelial and yeast-like growth,

carotenogenesis, and asexual sporulation.

2. The approach of RNAi-based functional genomics resulted in the identification of

three genes involved in pathogenesis: mcplD, which encodes a Phospholipase

D; mcmyo5, encoding a probably essential cargo transporter of the myosin V

family; and mcclasp, encoding a CLIP-associated protein (CLASP). The knockout

mutant strains for each gene reproduced the phenotypes observed in the

silencing transformants, showing reduced growth and sporulation rates.

3. The mcplD and mcmyo5 genes are required for a fully virulent phenotype of

M. circinelloides in both Galleria mellonella and Mus musculus models, probably

due to delayed germination and altered polar growth within macrophages. 

4. Two M. circinelloides bioluminescent strains were constructed by targeted

integration of the firefly luciferase gene driven by the strong promoter Pzrt1: a

prototroph and a uracil auxotroph. The latter was selected to facilitate subsequent

disruption or introduction of other genes in the bioluminescent strain.

5. The luciferase gene was sufficiently expressed in all the bioluminescent strains.

Light emission was dependent on growth conditions and biomass, being suitable

to determine antifungal efficacy in vitro.

6. The phenotypic characteristics of the reporter strains, including virulence

potential and antifungal susceptibility, were equal to the wild-type strains.

7. Three ferroxidases were identified in M. circinelloides genome: fet3a, fet3b, and

fet3c. They belong to the high-affinity iron uptake mechanism because their

expression is iron responsive, being expressed under low iron availability in vitro

and during mouse infection.

8. Single and double mutants of all the fet3 genes were affected in growth under

iron limitation, especially the single mutants in fet3b and fet3c and, consequently,

all the double mutant strains. The single mutant in fet3c and all the double mutant

strains were significantly less virulent in a mouse model of infection compared to

the wild-type strain. These phenotypic screenings revealed the redundant role of

the three genes in the high-affinity iron uptake mechanism.
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V. Conclusiones

9. The gene fet3a is specifically expressed during yeast growth, whereas fet3b is

expressed only during mycelial growth. The iron uptake regulation in

M. circinelloides depends on the dimorphic state, indicating a functional

specialization of the three ferroxidase genes. 
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