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Resumen

En nuestro planeta existen ambientes que presentan condiciones extremas donde se
desarrolla exitosamente la vida de las comunidades microbianas extremdfilas. Un ejemplo
de estos son los ambientes con elevadas concentraciones de iones, en los cuales la
disponibilidad de agua en el medio es muy baja por lo que representa un reto para la vida.
Los microorganismos extremofilos presentan mecanismos de respuesta que les permiten
sobrevivir en estos ambientes con elevadas presiones osmoticas. En los habitats
hipersalinos se han identificado una gran diversidad de hongos extremofilos entre los que
se destacan por su tolerancia a las altas concentraciones de sales especies del género
Aspergillus. No se conocen claramente los mecanismos moleculares que diferencian la
respuesta a condiciones de baja actividad de agua (aw) impuesta por diferentes iones
como NaCl y MgCl,. Para una mayor claridad se realizd un andlisis transcriptomico de
Aspergillus sydowii crecido en presencia de 2 M de la sal caotrépica MgCl; y la sal
cosmotrépica NaCl para entender los mecanismos diferenciales de respuesta a estrés
osmdético. A partir del procesamiento del transcriptoma se identificaron 376 transcriptos
regulados positivamente y 436 transcriptos regulados negativamente. Entre los
transcriptos regulados positivamente se identificaron genes involucrados en la respuesta
al dafio en el genoma, la biosintesis de solutos compatibles, las modificaciones de la
pared celular, el transporte celular y el estrés oxidativo. Se detectaron por Cromatografia
Liquida de Alta Definicibn (HPLC) aquellos solutos compatibles involucrados en la
respuesta al estrés osmotico en A. sydowii y no se encontraron diferencias en presencia
NaCl con respecto a la presencia de MgCl,. En ambas condiciones la utilizacién de
compuestos osméticamente activos estad dada por una mezcla de solutos como la
trehalosa, el manitol, el arabitol, el eritritol y el glicerol. En presencia de 2 M de MgCl; se
detect6 un incremento superior en la actividad enzimatica de las enzimas catalasa y
glutation peroxidasa que el detectado en presencia de 2 M NaCl. Esto sugiere que existe
un estrés oxidativo en A. sydowii a altas concentraciones de MgCl, y que las enzimas
catalasa y glutatién peroxidasa estan involucradas en la respuesta del mantenimiento de

la homeostasis redox a nivel celular.



Listado de abreviaturas

aw: Actividad de agua

NaCl: Cloruro de sodio

MgClz: Cloruro de magnesio

Na*: lon sodio

Mg?*: lon magnesio

H*: lon hidrégeno

K*: lon potasio

Fe*: lon hierro

Cu*: lon cobre

Zn: Zinc

KCI: Cloruro de potasio

MgSOa: Sulfato de magnesio

NaBr: Bromuro de sodio

CaClz: Cloruro de calcio

H20:2: Perodxido de hidrégeno

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARN: Acido desoxirribonucleico

DEPC: Pirocarbonato dietil

HOG: Via de alta osmolaridad del Glicerol

DO: Densidad o6ptica

ARNmM: ARN mensajero

ED: Expresion Diferencial

FDR: Tasa de Aparicién de Falsos Positivos
GO: Ontologia Genética

HFB: Hidrofobina

logFC: Logaritmo de la tasa de cambio de expresion
RNAseq: Plataforma de secuenciacion de alto flujo de ARN
Phe: Fenantreno

BaP: Benzoalfapireno

PAHSs: Hidrocarburos aromaticos policiclicos
HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Definicion
GC: Guanina-Citocina

MAPK: Proteina quinasas activadas por mitbgenos

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato



1. Introduccion
1.1 Actividad de agua

El agua es un recurso de vital importancia para todos los organismos vivos (1). La vida
solo puede existir en un rango estrecho de disponibilidad de agua, en un entorno
determinado, el cual se expresa como actividad de agua (aw) (2). La aw se define como la
cantidad de agua disponible en el medio y es un término utilizado originalmente por la
industria farmacéutica y alimenticia para referirse a la vida util y calidad de un producto
(3). La aw es un pardmetro fisico quimico que mide el grado de hidratacion de una mezcla
y es una de las propiedades mas importantes del agua en los sistemas vivos. La aw
expresada como fraccion molar del agua, es el determinante primario del metabolismo y la
divisiéon celular. Para cada microorganismo existe un valor especifico de ay al cual sus
actividades bidticas cesan, lo cual a su vez puede depender de otros parametros
ambientales. Existen dos ambientes en los cuales la disponibilidad de agua puede ser un
factor limitante para la vida de los organismos. Un entorno con baja a, puede ser una
solucién en la cual la disponibilidad de agua se determina por la concentracién de solutos
en esa solucién. Otro caso es un entorno complejo fisicamente heterogéneo, como el
suelo, que se presenta cuando la disponibilidad de agua se determina principalmente por
los efectos capilares o de unién a la superficie (3). Solo algunos microorganismos pueden
crecer en ambientes con altas presiones osmoticas, caracteristicas de medios super
saturados (4). Entre los lugares en los que el agua constituye un reto para la vida
encontramos desiertos, ecosistemas articos, acuaticos, con concentraciones de NaCl =
1.0 M, u otros donde la concentracién de glucosa o solutos organicos es muy elevada
(250%), como la miel de abeja. La a, debido a su significado biolégico, tiene gran
importancia ya que determina el crecimiento microbiano, incluso en condiciones extremas
de aw tales como (<0.85) (4).

La aw se basa en la Ley de Raoult’'s para soluciones ideales, la cual plantea que al
agregar soluto a un solvente puro disminuye la presion de vapor del solvente. Por otro
lado, la aw no tiene en cuenta las interacciones del soluto con componentes distintos al
agua [4]. Se calcula mediante la siguiente formula: an,= P/Po=n1/ni+n;

Doénde: P es la presion de vapor de la solucion y Pq es la presion de vapor del agua pura a
la misma temperatura; n; nimero de moles del solvente (agua) y n, numero de moles del
soluto (3).



La aw puede variar de cero (ausencia total de agua) a uno (agua pura) ya que decrece con
el aumento de las concentraciones de los solutos. Ademas, para una solucion ideal la aw
es independiente de la temperatura y en realidad, en la practica, en una solucion dada
varia solo ligeramente con la temperatura dentro del rango de temperaturas admisibles
que permiten el crecimiento microbiano (3). Las caracteristicas del soluto, tales como su
naturaleza quimica y concentraciones presentes en el medio no solo disminuyen la

disponibilidad de agua, sino que ademas causan presiones osmaticas y efectos toxicos

(5).

1.2 Lavida en condiciones de baja actividad de agua

Los organismos capaces de crecer en condiciones de baja aw son denominados xerdfilos
o xerotolerantes. El término xerofilia indica que el organismo requiere bajos niveles de aw
para su crecimiento. Mientras que los xerotolerantes son aquellos capaces de crecer en
condiciones de baja aw, sin embargo, no requieren necesariamente de estas condiciones
para su crecimiento. Los organismos xeréfilos son capaces de crecer a menores valores
de aw en comparacion con los organismos xerotolerantes, aunque existen excepciones a
esta regla dentro de los procariontes (3). El estrés impuesto por iones y solutos organicos
no tiene que ser necesariamente el mismo. No obstante, muchos microorganismos
xerdfilos que crecen 6ptimamente en concentraciones elevadas de azlcares presentes en
los alimentos son capaces de tolerar bajos niveles de a. impuestos por iones (4). Los
organismos xeroéfilos o xerotolerantes son capaces de crecer en presencia de cloruro de
potasio (KCI), cloruro de magnesio (MgCl.) u otras sales o moléculas organicas. Existe un
grupo de organismos que presentan un requerimiento especifico de cloruro de sodio
(NaCl), llamados haldfilos. Tales organismos requieren de forma estricta la presencia de
NaCl en el medio, generalmente en concentraciones mayores a 1 M o 1.5 M. Mientras que
el término halotolerante se refiere a aquellos organismos que no presentan ninguln
requerimiento especifico de NaCl, pero son capaces de continuar su crecimiento en
medios con concentraciones de NaCl, mayores a 1 M. Los hongos capaces de crecer en
concentraciones de sal de 3 M y que son generalmente aislados de ambientes salinos de
cerca de 1.7 M, son considerados hal6filos. Mientras que aislamientos esporadicos de
hongos capaces de crecer in vitro a 3 M de NaCl son considerados como halotolerantes
(6). Los lagos hipersalinos superficiales y las salinas solares son los principales habitats

para microorganismos haldfilos y halotolerantes (7). El grupo mas importante de especies



halotolerantes esta representado por Aspergillus niger, Aspergillus sydowii, Eurotium
amstelodami y Penicillium chrysogenum [12]. Las levaduras melanizadas o ascomycetos
meristematicos son un grupo dominante en ambientes hipersalinos. Hortea werneckii es la
levadura melanizada dominante en aguas hipersalinas, con salinidades de 3.0 M de NaCl
(6). En o6rdenes como Wallemiales (Basidiomycota), Capnodiales, Dothideales vy
Eurotiales (Ascomycota), la halofilia es caracteristica de varios grupos en el mismo orden,
pero estos no necesariamente son filogenéticamente cercanos unos con otros. La
patogenicidad y el oportunismo son igualmente fuera de lo comun en el Reino Fungi como
la xelotolerancia. Los hongos patogenos y extremofilos (halotolerantes/xerotolerantes)
pertenecen a los mismos 6rdenes. Con solo algunas excepciones, a nivel individual de
especie estas dos caracteristicas aparecen mutualmente exclusivas (6). Resulta
interesante el estudio de los mecanismos que le permiten a estos hongos patégenos
crecer en condiciones extremas (baja aw), debido a su potencial biotecnoldgico (8), (9).

1.3 Mecanismos de respuesta a condiciones de baja aw

Los microrganismos capaces de vivir en ambientes extremos con baja aw producto de la
presencia de solutos como NaCl, glucosa, MgCl;, CaCl;, entre otros, presentan
mecanismos de respuesta a estrés osmdético. Entre estos mecanismos se encuentran la
sintesis y acumulacion de solutos compatibles, la activacion de la Via de Alta Osmolaridad
del Glicerol (HOG), el aumento de la fluidez de la membrana plasmaética, la produccién de

hidrofobinas, la homeostasis de los iones, entre otros (Figura 1).
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Figura 1. Modelo de respuesta a estrés osmatico en la levadura melanizada H. werneckii. Como resultado del
aumento de la presién osmética en el medio se activa la via de HOG a partir de osmosensores (flechas
verdes), los cuales modulan la expresion de algunos genes de respuesta a estrés osmético (flechas verdes
discontinuas). Como resultado ocurren cambios transcripcionales (los genes con una expresion positiva estan
escritos en rojo y los que tienen una expresion negativa estan escritos en azul). El impacto negativo que
provoca en las células las altas concentraciones de sales en el medio se contrarresta con el incremento en el
suministro energético celular (biogénesis a nivel mitocondrial y el incremento de la biosintesis de proteinas).
Lo que impulsa procesos demandantes de energia como la exportacion de sodio (Na*) e hidrégeno (H*), el
importe de glicerol, la biosintesis de solutos compatibles y otros procesos. En el caso de H. werneckii la
melanizacion de la pared celular reduce la salida de solutos compatibles fuera de la célula y la restructuracion
de los lipidos de la membrana ayuda al mantenimiento de la estructura dinamica de la bicapa lipidica, lo que
favorece la integridad de la célula y los procesos celulares asociados a la membrana plasmatica. Tomado de
(10).



Homeostasis de los iones

El incremento de las concentraciones de solutos en el medio causa un aumento de las
presiones osmoéticas y provoca un desbalance iénico por lo que la célula necesita
aumentar el transporte activo de iones para lograr una homeostasis de los iones. La
levadura halotolerante Debaryomyces hansenii es utilizada como modelo de estudio en la
respuesta celular de homeostasis de los iones en presencia de estrés osmaotico. En un
reporte de levaduras marinas, D. hansenii fue una de las menos afectadas por las altas
concentraciones de NaCl. Se ha reportado que el flujp de Na*/K* juega un papel
importante en esta tolerancia. Para esta levadura el Na* no resulta toxico ya que, en
presencia de NaCl, D. hansenii crece mejor y acumula mas concentraciones de este ion
que la levadura Saccharomyces cerevisiae, la cual es también utilizada como un
organismo modelo en estudios sobre la respuesta celular al incremento de las presiones
osmoticas en el medio. La presencia de Na* puede proteger a la célula frente a factores
adicionales de estrés (11). En D. hansenii y en el hal6filo Wallemia inchthyophaga, se
acumulan mayores concentraciones de Na*, que en el extremadamente halotolerante
Hortea wernecki, el cual aparentemente excluye este cation (12). Este resultado evidencia
la evolucion independiente del mecanismo de homeostasia de iones para estos hongos
(6). En especies del género Saccharomyces, una de las enzimas mas importantes
involucradas en los mecanismos de respuesta a altas concentraciones de sal son las ENA
ATPasas involucradas en la exclusion de Na*. En D. hansenii existes dos genes que
codifican para esta Na*-ATPasa, DhENA1 y DhENAZ2. En el caso de DhENAL, se expresa
diferencialmente en presencia de altas concentraciones de NaCl. Mientras que la
expresion de DhENA2 requiere de un alto pH. Sin embargo, la expulsion de Na* por si
solo, no es suficiente para comprender el mecanismo de tolerancia a las altas
concentraciones de sal en D. hansenii. En esta levadura la existencia de un transporte
con baja y alta afinidad en el influjo de K* y en el eflujo de Na*, es de alguna manera
similar pero también considerablemente diferente al de S. cerevisiae (6). Cuando D.
hansenii, crece en un medio en presencia de altas concentraciones de glucosa y de NacCl
en la fase exponencial de crecimiento existe un balance osmético establecido por un
gradiente de signos contrarios entre el Na* y el glicerol, a través de la membrana
plasmatica. Lo cual evidencia el hecho de que estos dos gradientes estén vinculados a
través de un simporte de Na*-glicerol, que emplea el gradiente del Na* como una fuerza

conductora que impulsa el gradiente de glicerol. Sin embargo, a pesar de que el



transporte activo de glucosa en esta levadura es un simporte de Na*-glicerol, que
mantiene el gradiente de glicerol en funcion del gradiente de Na*, es capaz de aceptar al
K* como un co-sustrato cuando las concentraciones de Na* son demasiado bajas (6). La
homeostasis intracelular del hidrégeno (H*), también juega un papel importante en la
tolerancia a la salinidad y los resultados obtenidos en dos cepas de D. hansenii, muestran
que cuanto mas cerca pueda mantener una cepa su pKi a su nivel de homeostasis (pHi),
mejor puede manejar el estrés provocado por altas concentraciones de NaCl (6). En D.
hansenii han sido identificados varios transportadores de K+/Na* localizados en la
membrana plasmatica o en la membrana interna de la célula. La existencia de una bomba
de protones en D. hansenii es similar a la que ha sido propuesta en S. cerviceae. El
ortélogo del gen DhPMAL en S. cerviceae que codifica para la enzima H*-ATPasa, fue
encontrado en D. hansenii. Esta bomba de protones genera el potencial de membrana
que se requiere para que ocurra el intercambio K*/Na* en estas células (6). En H.
werneckii han sido identificados dos genes que codifican para la enzima sensible a la
salinidad: HWENA1 y HWENAZ2. Los estudios en la expresion de estos genes (HWENA1/2)
han revelado que son sensibles al incremento de las concentraciones de sal y al
incremento del pH, condiciones que son caracteristicas en los nichos naturales en donde
habita H. werneckii. Mediante un andlisis filogenético de la proteina HWENA, se revelo
que pertenece al grupo de hongos que presenta ATPasas de tipo P, la cual es
filogenéticamente mas antigua que las enzimas Na‘'/K* ATPases, sensibles a sal
presentes en S. cerevisiae y también presentes en los halotolerantes en D. hansenii y en

Yarrovia lipolitica (6).

Solutos compatibles

Los solutos compatibles son compuestos osmoticamente activos que proveen a la célula
de balance osmético y turgencia, sin interferir en el metabolismo celular. Una de las
estrategias ampliamente utilizadas por los microorganismos para contender contra la baja
aw es la sintesis y acumulacion de solutos compatibles. La turgencia celular disminuye
cuando la actividad de agua extracelular es menor que la del citoplasma. Es por ello que
las células microbianas gastan energia en sintetizar, tomar del exterior y retener solutos
compatibles como un mecanismo para realizar un ajuste osmatico celular (6). La mayoria
de las bacterias y eucarias utilizan la estrategia de la acumulacion de solutos compatibles

para mantener las concentraciones intracelulares de iones como Na* por debajo de los



niveles que resultarian toxicos para la célula. La mayoria de los hongos acumulan
diferentes polioles y aminoacidos libres y sus derivados. La levadura S. cerviceae utiliza
casi de forma exclusiva el glicerol como osmolito. En otras levaduras y hongos es
conocida la produccién o acumulacion de polioles a partir del ambiente, como el eritritol,
ribitol, arabitol, xilitol, sorbitol, manitol, galacticol, entre otros (6). En la levadura D.
hansenii ha sido detectada la presencia de pequefias concentraciones de arabitol,
trehalosa, acido glutdmico y alanina. Para esta levadura ha sido reportado que en altas
concentraciones de sal (2 a 3 M de NaCl) se acumulan mayores concentraciones de
glicerol que de trehalosa. Mientras que, bajo un estrés moderado, provocado por 2 M de
NaCl, se acumula mas trehalosa que glicerol. La sintesis, el transporte y la acumulacion
de glicerol son eventos muy regulados, figura 2 (13). La sintesis de glicerol es estimulada
por concentraciones de Na* altas y en parte se debe al aumento de la expresién de los
genes que codifican para glicerol-3-fosfato deshidrogenasas (GPD1) y para glicerol-3-
fosfatasa (GPP2). En la levadura xerdfila H. werneckii ha sido comprobado que el glicerol
se acumula predominantemente durante la fase de crecimiento exponencial y disminuye
notablemente durante la fase estacionaria a concentraciones de 5 M de NaCl (13). La
sintesis de glicerol se encuentra regulada a través de la via de respuesta al estrés HOG,
explicada de forma detallada posteriormente. (6). A pesar de los avances en las
investigaciones mencionadas con anterioridad, los mecanismos de homeostasis
relacionados con la sintesis y acumulacion de solutos compatibles en los hongos
filamentosos es aun limitado. Algunos estudios reportan que el glicerol es el soluto
compatible que se encuentra frecuentemente en distintos microorganismos. Los estudios
realizados en Aspergillus niger revelan que en micelio “joven” (48-72 horas) se acumula
principalmente glicerol, seguido de eritritol, mientras que en micelio “viejo” (120 horas) se
encuentran principalmente manitol y eritritol (14), (15). La mayoria de las investigaciones
proponen gque la acumulaciéon de solutos compatibles es una de las adaptaciones de
mayor importancia fisiolégica en hongos haléfilos. Se ha reportado que la levadura H.
werneckii y el basidiomiceto Wallemia ichthyophaga, contienen mezclas de polioles
(glicerol, arabitol y manitol) (2). Mientras que para A. niger y Aspergillus nidulans se ha
descrito la acumulacion de trehalosa y manitol en las conidiosporas, como una estrategia
de osmoadaptacion a condiciones de hipersalinidad (14), (16). Una de las adaptaciones
morfolégicas a la baja aw en hongos, es el incremento en nimero y/o tamafio de las
vesiculas intracelulares, posiblemente asociadas a la acumulacion de solutos

compatibles. A pesar de su importancia fisiolégica, en hongos filamentosos los solutos

10



compatibles han sido escasamente estudiados, por lo que la regulacién de los genes

involucrados en la biosintesis de estos no se conoce claramente.
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Figura 2. Via anabdlica y catabdlica de sintesis de polioles en Aspergillus niger. 1, hexoquinasa; 2, isomerasa
de fosfato de glucosa; 3, 6-fosfofructoquinasa; 4, hexose bifosfatasa; 5, aldolasa de bifosfato de fructosa; 6,
triose fosfato isomerasa; 7, manitol-1-fosfato deshidrogenasa; 8, manitol-1-fosfatasa de fosfato; 9, manitol
deshidrogenasa dependiente de NADP; 10, fosfatasa de fructosa-6-fosfato; 11, glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa dependiente de NAD (o DHAP reductasa); 12, glicerol-3-fosfatasa de fosfato; 13, Glicerol
deshidrogenasa dependiente de NAD; 14, DHA quinasa; 15, fosfatasa DHAP; 16, NADP dependiente de
glicerol deshidrogenasa (o0 DHA dependiente de NADPH); 17, glicerol quinasa; 18, Glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa dependiente de FAD; 19, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa; 20, lactonasa; 21, 6-
fosfogluconato deshidrogenasa; 22, fosforiboisomerasa; 23, transketolase; 24, transaldolasa; 25, fosfatasa
eritrorose-4-fosfato; 26, eritro reductasa; 27, D-xilotulosa quinasa; 28, D-xilotulosa 5-fosfatasa de fosfato; 29,
D-ribulosa 5-fosfato fosfatasa; 30, D-ribulosa reductasa dependiente del NADP; 31, D-xylulose reductasa
dependiente de NADP; 32, D-xiulosa reductasa dependiente de NAD; 33, NADP dependiente de xilitol
deshidrogenasa; 34, xylitol deshidrogenasa dependiente de NAD; 35, L-xilotulosa reductasa dependiente de
NADP; 36, L-arabitol dependiente de NAD deshidrogenasa; 37, D-xilosa reductasa. Tomado de (17).
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Via de HOG

La via de HOG tiene una gran importancia ya que su papel a nivel fisiolégico es el de
activar las respuestas adaptativas ante el incremento de la osmolaridad en el medio
externo. El incremento de la presidn osmdética conduce a la pérdida de agua y a la
reduccion del tamafo a nivel celular. La célula necesita contrarrestar este efecto con el
objetivo de mantener su forma y turgencia. Ademas, necesita garantizar una
concentracion optima de agua e iones en el citosol y en sus organelos, para que
funcionen de forma adecuada las reacciones bioquimicas celulares. La via de HOG no es
mas que un mecanismo de transduccién de sefiales perteneciente a las MAPK. La MAP
quinasa Hogl es también necesaria en la adaptacion a otros tipos de estrés, tales como:
el estrés oxidativo, arsenito, estrés debido a las bajas temperaturas y estrés provocado
por acido acético. Existen ort6logos del gen Hogl en probablemente todos los
eucariontes. Su funcion esta relacionada con la respuesta osmoadaptativa y en la
respuesta a otros tipos de estrés. Los mecanismos de activacion y regulacion, asi como
los blancos moleculares de esta via difieren entre organismos. La fosforilacién y por lo
tanto la actividad de Hogl MAPK, se encuentra controlada por SInl y por Shol, quienes
convergen en MAP quinasa (MAPKK), Pbs2. Sin embargo, no estad completamente claro
de qué manera Hogl es controlado por SInl y por Shol porque cada uno por si solo es
capaz de activar a Hogl como respuesta a un estrés hiperosmotico. SInl es un sensor
localizado en la membrana plasmética que abarca la membrana dos veces. Este sensor
se encuentra relacionado con el osmosensor EnvZ de bacterias, que se considera que
podria detectar cambios en la tensién y la turgencia de la membrana celular. Shol es
controlado por los sensores mucilaginosos transmembranas Msb2 y Hkrl. No se conocen
hasta el momento los mecanismos fisicos involucrados en la osmosensibilidad. Ssk1.
Ssk2 y Ssk22 son las MAPKKKSs, las cuales permiten su autofosforilacién y autoactivacion
de Pbs2 (MAPKK) que a su vez fosforila y activa a Hogl (MAPK). La fosforilacién de Hogl
conduce a su importacion dentro del nucleo donde participa en el control de la expresion
de genes en los promotores dianas. No todas las quinasas Hogl son reclutadas al nucleo,
ya que también tiene blancos en el citosol. Muchos detalles moleculares de la ruta de

activacion hasta el momento no se conocen con claridad, figura 3 (18), (12), (19), (20).
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Figura 3. Componentes y flujo de informacion de la Via de HOG, en levaduras. Los sensores localizados en la
membrana y regulados se encuentran en rojo, las proteinas quinasas, en azul y las proteinas fosfatasas, en
anaranjado y los factores de transcripcion, en amarillo. Las dos ramas convergen al nivel de Pbs2 que activa a
Hogl, que se acumula en el nucleo bajo condiciones de estrés. Stell, Ssk2 y Ssk22 son MAPKKKs. Pbs2 es
una MAPKK y Hog1 es una MAPK en el sistema. Tomado de (18).

Fluidez de la membrana plasmatica

Los cambios en las propiedades de la membrana plasmatica también tienen una
importante funcion en la adaptacion ante situaciones de estrés. La composicion lipidica de
la membrana plasmatica tiene un papel importante en la retencion del glicerol. En
levaduras resistentes a muy altas concentraciones de sal como D. hansenii y H. werneckii
se ha reportado la presencia de membranas altamente fluidas, lo que puede sugerir que
estén mejor equipadas para retener el glicerol (6). El glicerol representa una paradoja para
las células que acumulan solutos compatibles. Esto se debe a que el glicerol presenta una
masa molecular pequefia y un alto coeficiente de permeabilidad lo que le permite
atravesar facilmente la membrana lipidica en comparacion con otras moléculas no
cargadas polares similares. Por lo que el eflujo pasivo hacia el citoplasma podria limitar la

acumulacion del glicerol dentro de la célula. En algas haléfilas del género Dunaliella sp. la
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permeabilidad de la membrana para el glicerol es considerablemente baja, lo cual esta
correlacionado con su alto contenido de esteroles. En H. werneckii y en otros hongos
melanizados tanto haléfilos, como halotolerantes, el ergosterol es el principal esterol y
otros 23 tipos de esteroles constituyen la fraccién lipidica mas distintiva de la membrana
celular (6). Sin embargo, en H. werneckii el contenido total de esteroles no cambia con el
incremento de la salinidad y las células mantienen sus membranas altamente fluidas en
un amplio rango de salinidades. En contraste, se ha reportado que la fluidez de la
membrana es baja en S. cerviceae y en el halotolerante Asperguillus pullulans (11). Los
acidos grasos tienen un efecto importante sobre las propiedades de las membranas
celulares. Estudios en H. werneckii identificaron genes que codifican para tres enzimas
modificadoras de acidos grasos D9-saturasa, D12-desaturasa y elongasa, cada uno con
dos copias. La transcripcién de los genes que codifican para estas enzimas revela que
responden a estrés salino. La baja expresion reportada en estos genes en presencia de
concentraciones 6ptimas de sales indica que los cambios en la expresion de las enzimas
modificadoras de &cidos grasos podrian ser uno de los mecanismos de la regulacién de la
fluidez de la membrana celular. La regulacion de la fluidez de la membrana celular es muy
importante para lograr el correcto funcionamiento de las células en un entorno osmético

en constante cambio (6).

Hidrofobinas

Una de las estrategias de respuesta a estrés osmético es el incremento de la transcripcion
de genes que codifican para hidrofobinas (HFBs). Las HFBs son proteinas pequefias
producidas exclusivamente por hongos filamentosos. Estas se autoensamblan en
interfases hidrofilicas-hidrofébicas formando peliculas anfipaticas que disminuyen la
tension superficial del agua y permiten que las estructuras aéreas crezcan en el aire (21).
Las HFBs participan en la formacion de estructuras aéreas hidrofobicas ya que se
requieren hidrofobinas para la adhesion de las hifas a superficies hidrofébicas. Presentan
actividad lectina (unen polisacaridos de la pared celular) en la regién hidrofilica por lo que
intervienen en la morfogénesis de las células fungicas. Las HFBs evitan la permeabilidad
del agua mientras que se mantiene la permeabilidad a los gases confiriendo fortaleza y
rigidez a la pared celular, al mismo tiempo que modifican el movimiento de solutos a
través de la misma (11). Estudios en W. ichthyophaga revelan la presencia de 26 genes

gue codifican para HFBs, donde casi la mitad de estos se sobreexpresan como
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consecuencia de las altas concentraciones de NaCl en el medio. A concentraciones de
NaCl al 10%, se sobreexpresan ocho genes de HFBs. Mientras que cuatro genes de
HFBs se sobreexpresan a concentraciones de NaCl al 30% (altas) (22). Las HFBs poseen
un porcentaje mayor de residuos acidos que las homologas de hongos no haléfilos, lo cual
€s una caracteristica de las proteinas de Arqueas extremofilas (22). Lo que sugiere que
las HFBs podrian cumplir una funcién importante para el crecimiento en condiciones de
halofilia (11).

1.4 Especies reactivas del oxigeno

La exposicién de los microorganismos al estrés, incluido el estrés provocado por altas
concentraciones de sales en el medio pueden incrementar la produccion de especies
reactivas del oxigeno (ROS). Los hongos son organismos especialmente atractivos como
modelos para estudios relacionados con el estrés oxidativo debido a que son capaces de
crecer en altas concentraciones de iones como medios saturados de NaCl o incluso
concentraciones de MgCl, dos veces superiores a las concentraciones toleradas de
magnesio en bacterias (2) (23). Sin embargo, no se ha estudiado la relacién entre el
estrés oxidativo y la halofilia. Un estudio en H. werneckii plantea la hipétesis de que el
estrés oxidativo es uno de los factores limitantes del crecimiento en condiciones
hipersalinas (23).

La produccién de ROS es una de las caracteristicas fundamentales del metabolismo del
oxigeno a lo largo del arbol de la vida. Las células han evolucionado hacia mecanismos
gue en circunstancias normales responden de forma eficiente al dafio causado por estos
quimicos. Cuando se afecta el balance entre la produccion de ROS y la defensa por
antioxidantes se produce un estrés oxidativo (23). Las ROS pueden dafar lipidos,
proteinas y moléculas de ADN, si no son apropiadamente eliminadas. El estrés oxidativo
proviene de fuentes extracelulares y ocurre como consecuencia de perturbaciones
ambientales, tales como la presencia de agentes oxidantes, la exposicién a los rayos UV
o las células fagociticas (24). Entre los radicales endégenos, que funcionan como
intermediarios del metabolismo a nivel celular estan los derivados de las coenzimas, como
la oxidacion de NADPH a NADP, los radicales libres derivados del glutation (GSH) y los
radicales derivados de los acidos grasos poliinsaturados, ya que estos Ultimos son muy
sensibles para la iniciacion de una reaccion en cadena mediada por radicales. Mientras

que otra fuente importante de produccion de radicales libres es la respiracion celular. Con
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relacion a esto algunas sustancias altamente toxicas en estado fisiolégico no lo son por si
mismas, solo que al ser transformadas metabdlicamente se convierten en intermediarios
altamente reactivos, como es el caso del oxigeno, figura 4 (25). El oxigeno molecular
produce el anién superdxido, que es convertido por la superdxido dismutasa, en peréxido
de hidrégeno (H20.), el cual es reducido por catalasas o por glutation peroxidasas a agua
o parcialmente reducido (por la via de Fenton, reaccion catalizada por iones ferrosos) a
radical hidroxilo. El dafio causado por el aniéon superdxido, es dirigido principalmente por
proteinas con grupos prostéticos Fe-S. El hidroxilo es extremadamente oxidante,
causando dafo indiscriminado a un gran niumero de biomoléculas. Como consecuencia
de esto, son de corta duracién y el dafio que causan es parcialmente controlado.
Comparado con esto el H,O; es relativamente estable y no tiene carga por lo que puede
difundir a través de la membrana biolégica, mientras que en la célula dafia principalmente

a proteinas con grupos prostéticos Fe-S (23) (2).

H,0
i e + 2H* e+ H* e+ H*
0, X5 0, X5 Hzo}jv OH » H,0

Figura 4. Las ROS, superoxido (O2), peroxido de hidrogeno (H202) y radical hidroxilo (OH), se generan a

partir de la reduccion parcial del oxigeno molecular (O2). Tomado de (26).

1.5 Ecosistemas hipersalinos

Existen dos tipos de ambientes hipersalinos que se diferencian por su origen y formacion:
thalassohaline y athalassohaline (27). Ambientes thalassohalines, como estanques
marinos, marismas y salinas solares son originados por la evaporacién del agua del mar y
por esta razén predominan los iones de sodio y cloruro. Durante el progreso de la
evaporacion del agua, la composicion iénica cambia debido a la precipitacion consecutiva
de la calcita (CaCOgs), yeso (CaSOa.-2H,0), halito (NaCl), silvita (KCI) y carnalita
(KCI-MgCl,-¢H20) después de que sus solubilidades hayan sido superadas (27), (28). En
ambientes thalassohaline, ricos en NaCl (~2.0 M), existe una gran biodiversidad, incluida
la de hongos. En los athalassohaline, ricos en MgCl, y CaCl; existen pocos reportes sobre

la presencia de hongos y otros microorganismos (29) (5).
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Un entorno natural con concentraciones de MgCl, mucho més altas que las que se
encuentran en el Mar Muerto es Discovery Basin, localizado a una profundidad de 3.58
km por debajo de la superficie del mar Mediterrdneo a 200 km de la costa occidental de
Creta. Presenta una temperatura de 35 a 38 °C y una concentracion total de sales
disueltas de cerca de 470 g/l y estd compuesta por MgCl, casi puro (concentraciones en
mol/kg H.O: Mg?*, 5.15; CI,, 10.15; Na*, 0.084; K*, 0.089; Ca?*, 0.001; SO,*, 0.110; Br,
0.110). La existencia de esta salmuera de MgCl; y el gradiente de salinidad formado entre
la interfase entre el agua del mar Mediterraneo y la concentracién de la salmuera, provee
una oportunidad Unica de explorar los limites de la vida al incrementarse las
concentraciones de sales caotropica, no compensadas por concentraciones significantes
de cationes cosmotropicos estabilizantes. La primera exploracion microbiana en este lugar
sugirié la existencia de una comunidad microbiana significativa en el fondo de una piscina

de salmuera (28).

1.6 Caracteristicas de las sales cosmotrépicas y caotrépicas

La serie de iones Hofmeister o Serie Liotropica es basicamente una clasificacion de los
iones en orden de su capacidad para generar precipitacion salina en las proteinas (30)
(31) (32). Los efectos Hofmeister de los iones sobre las estructuras biolégicas pueden ser
cosmotrépicos o0 caotrépicos. Los iones caotropicos debilitan las interacciones
electrostaticas y desestabilizan macromoléculas biolégicas. Mientras que ocurre lo
contrario con los iones cosmotrépicos que provocan estabilizacion (28). La diferencia
entre el efecto cosmotropico de la sal NaCl y el efecto caotrépico de las sales MgCl, y
CaCl; esta dado por la toxicidad que provocan las concentraciones altas de los iones
desestabilizantes Mg?* y Ca?', incluso en la mayoria de los organismos haléfilos (33).
Hasta cierto punto el efecto caotrépico de Mg?* y del Ca?* puede ser contrarrestado por la
presencia de iones cosmotrdpicos. Algunas Archaeas haléfilas pueden crecer en altas
concentraciones de MgCl, pero solo con la compensacidbn cosmotropica de
concentraciones significativas de NaCl (5), (28), (34). Los reportes sobre la posible vida
en condiciones extremadamente altas de iones cosmotropicos (estabilizantes como: NaCl,
KCl y MgSOy) y caotropicos (desestabilizantes como: NaBr, MgCl, y CaCl,) son escasos
para procariontes y casi ausentes para el dominio Eucariota, incluidos los hongos (31). Un
estudio realizado con el objetivo de comprobar la capacidad de diversos hongos de crecer

en ambientes extremos con muy altas concentraciones de sales tanto cosmotrépicas
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como caotropicas report6 la preferencia por concentraciones relativamente altas de sales
cosmotrépicas. Existen reportes sobre la capacidad de tolerancia excepcional de varios
hongos de crecer en altas concentraciones de MgCl, (por encima de 2.1 M) o de CacCl
(por encima de 2.0 M), sin la compensaciéon de sales cosmotrépicas. Especies como H.
werneckii, Eurotium amstelodami, Eurotium chevalieri y W. ichthyophaga son capaces de
prosperar en medios con las mas altas concentraciones de todas las sales (excepto por el
CaCl; en el caso de W. ichthyophaga) (2). La mayor concentracién de MgCl, soportada
por un hongo en ausencia de iones cosmotropicos es 2.1 M, la cual es mucho mayor que
la que habia sido previamente determinada como limitante del crecimiento microbiano
(2.26 M) (2).

Sal caotropica MgCl»

La accién desestabilizante o caotrdpica sobre las estructuras biologicas es la razon
principal por la cual los cationes divalentes como el Mg?" resultan tdxicos a altas
concentraciones incluso para los microrganismos adaptados a medios hipersalinos (2). El
arqueon cuadrado plano Haloquadratum walsbyi es un miembro destacado de la biota de
los estanques salinos cristalizados en todo el mundo. En un estudio realizado en esta
especie se reporta que a pesar de la presencia de sistemas de eflujo catidnico que
demandan energia, las altas concentraciones externas de Mg?* provocan el incremento de
las concentraciones internas de este ion con valores superiores a los descritos para otros
organismos. Los iones de Mg?* tienen un efecto estabilizador sobre la doble cadena de
ADN, sobre la estructura secundaria del ARN, y sobre el heteroduplex ADN-ARN. En
genomas con un alto contenido de guanina-citocina (GC) como en la mayoria de los
miembros de Haloquadratum, el efecto adicional de estabilizacién por Mg?* puede resultar
en la rigidez del ADN, lo cual puede interferir con procesos esenciales como la replicacién

del ADN vy la transcripcion (28).
1.7 Aspergillus en condiciones de baja actividad de agua

Los hongos ascomicetos filamentosos en particular del género Aspergillus son quizas los
hongos xerdfilos degradadores de alimentos de mayor importancia econémica. Crecen
bien en climas templados y tropicales (minimo 9 °C, éptimo 25-30 °C) y toleran tanto las
temperaturas elevadas (maximo 40-47 °C) como condiciones de baja aw (11), (35). Varias

especies de Aspergillus caracterizadas como xerofilas/halofilas son eficientes en la
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degradacion de biomasa, la degradacion de compuestos organicos recalcitrantes y en la
produccién de compuestos de valor afiadido que los hacen potencialmente atractivos para
la industria (36), (21), (37) (38). Resulta claro que dentro de los hongos capaces de
contender con muy baja disponibilidad de agua en el medio, el género Aspergillus resulta
un modelo especialmente atractivo para el estudio de los mecanismos de tolerancia a baja
aw, dado que son capaces de crecer en el rango de los menores valores de aw que
sustentan la vida (0.75 - 0.80) y aun asi presentan una gran diversidad metabdlica que les

permite crecer en diferentes sustratos (11), (35).

Aspergillus sydowii

El hongo filamentoso ubicuo Aspergillus sydowii es principalmente conocido por ser un
patégeno de corales que causa lesiones tisulares y oscurecimiento por melanizacion. Esta
especie puede ser encontrada en habitats hipersalinos, en aguas de las salinas y en
alimentos secos. También se aislé de varios nichos terrestres desde suelos cercanos al
Artico hasta regiones tropicales y a partir de materia vegetal en descomposicion. Los
aislados terrestres no son patégenos de corales lo que indica la presencia de un ecotipo
distintivo, aunque las caracteristicas genéticas y metabdlicas descritas hasta el momento
no confirman esta afirmacion. Algunas cepas de A. sydowii se estudiaron por su potencial
biotecnolégico como productoras de metabolitos secundarios y por sus enzimas
degradadoras de biomasa vegetal. Un estudio transcriptomico de A. sydowii aislado de
microalgas antarticas reporté la habilidad de esta especie para producir enzimas que
degradan lignina para crecer utilizando la lignina como la Unica fuente de carbono (21). A.
sydowii presenta la caracteristica de crecer hasta 4 M de NaCl y de degradar biomasa

vegetal bajo estas condiciones (2).
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2. Antecedentes

Los ambientes hipersalinos eran considerados exclusivamente habitados por poblaciones
de algas y bacterias haldfilas. Sin embargo, Gunde-Cimerman y colaboradores en el 2000
reportaron una gran diversidad de hongos en ambientes hipersalinos con concentraciones
de NaCl de 30% (39).

Segun Zajc y colaboradores en el 2014, las investigaciones sobre los mecanismos de
adaptacion de hongos extreméfilos capaces de crecer en ambientes hipersalinos estan
enfocados generalmente en el uso de NaCl en el medio debido a que la mayoria de los
ambientes hipersalinos son ricos en esta sal (2). Sin embargo, existen ambientes
hipersalinos naturales ricos en sales como MgCl. y no se conocen claramente los
mecanismos de adaptacion que le permiten a los hongos sobrevivir en ambientes donde
las altas concentraciones de esta sal pueden ser un factor limitante para la vida (2), (28).
Gunde-Cimerman y colaboradores en el 2009, reportaron las principales adaptaciones de
los hongos a las altas concentraciones de NaCl. Utilizaron como organismos modelos
para explicar estas adaptaciones a representantes de hongos haléfilos y halotolerantes
como la levadura D. hansenii, H. werneckii y Wallemia ichthyophaga aislados de
ambientes hipersalinos (40).

Janci¢ y colaboradores en el 2015, crecieron diferentes especies pertenecientes al género
Wallemia en diferentes sustratos, entre ellos sustratos con baja aw. Este estudio se realizé
con el objetivo de entender la distribucion natural de este género. Los resultados
revelaron la capacidad de crecimiento de W. ichthyophaga en medio liquido con 2 M de
MgCl,. Este fue el primer reporte de un microorganismo capaz de crecer en tan altas
concentraciones de MgClz (41).

Zajc y colaboradores en el 2014, realizaron un estudio en el cual seleccionaron 135 cepas
de hongos pertenecientes a 94 especies de 31 géneros, aislados previamente de
ambientes hipersalinos, para observar su crecimiento en presencia de diferentes sales
incluyendo al MgCl, y determinar qué concentraciones resultan limitantes para la vida.
Estos resultados reportaron que 2.1 M es la mayor concentracion de la sal caotrépica
MgCl, que soporta la vida sin la compensacion de una sal cosmotropica. Entre las
especies que logran crecer en 2 M de MgCl, estuvo el hongo haldfilo filamentoso A.

sydowii (2).
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En estudios previos del Laboratorio de Biologia Molecular de Hongos del CEIB, en busca
de hongos haldfilos-halotolerantes con actividad lignocelulolitica, se aislé la cepa
filamentosa identificada como A. sydowii EXF-12860 atendiendo a criterios taxondémicos,
micromorfolégicos y moleculares. Este hongo se obtuvo a partir de la fermentacion de un
lote de bagazo de cafia de azUcar en medio minimo suplementado con 2 M de NaCl (42).
Pérez-Llano y colaboradores en el 2020, realizaron un andlisis transcriptdmico de A.
sydowii crecido en 0.5 My 2 M de NaCl. Este estudio sugiere que debido a que las
principales modificaciones fisiol6gicas ocurren en presencia de 2 M de NaCl y no en la
condicién 6ptima de crecimiento de 0.5 M de NaCl, los mecanismos que describen el
crecimiento de hongos haléfilos son una consecuencia de la respuesta al estrés salino y
no una adaptacion a estas condiciones (21).

Peidro-Guzman y colaboradores en el 2020, crecieron A. sydowii en medio minimo con
HPAs como Uunica fuente de carbono y evaluaron su remocién en el tiempo. Los
resultados obtenidos permitieron reportar la capacidad de A. sydowii de remover dos de
los principales contaminantes organicos: Phe y BaP (HPAs), de ambientes acuaticos
hipersalinos (36).

Debido a su ecologia extremotolerante y a su potencial biotecnol6gico A. sydowii emerge
como un modelo fangico prospectivo para el analisis molecular de la respuesta a
condiciones salinas (21). Es por ello que en esta investigacion se utilizd la cepa
Aspergillus sydowii EXF-12860 (42).
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3. Justificacién

La realizacion de este proyecto permitira determinar con mayor claridad las respuestas
moleculares que tienen lugar durante el crecimiento en presencia de sales cosmotropicas
(NaCl) y caotrépicas (MgCl.) en hongos filamentosos como A. sydowii. Hasta el momento
no existen estudios moleculares sobre A. sydowii crecido en presencia de MgCl,, por lo
cual esta investigacion es de relevancia cientifica, a la vez que garantiza la generacion de
conocimiento cientifico basico, original, de frontera y novedoso. Hacemos énfasis en que
el proyecto generara informacion relevante sobre la composicion genética y la fisiologia
de especies capaces de crecer en presencia de una sal caotrépica, sin una compensacion
de sales cosmotrdpicas. Contribuyendo a sistematizar el conocimiento del género
Aspergillus, el cual es usado como modelo para estudios de fisiologia y genética en
hongos. Este proyecto posibilitard conocer nuevas secuencias génicas codificantes para
enzimas de interés industrial, lo cual tendra un impacto positivo en la generacion de
conocimiento con potencialidades de aplicacion en procesos biotecnolégicos asociados a
la industria de los alimentos, cosméticos y de tratamiento de residuos como biomasa
vegetal, entre otros. Ademas, permitird comprender las diferencias en la produccion de
solutos compatibles en presencia de sales cosmotrdpicas y sales caotrdpicas, asi como
comparar y determinar la presencia de estrés oxidativo entre las condiciones estudiadas.
Este aspecto proporciona flexibilidad a esta propuesta, que desde la generacion de
conocimiento basico soporta futuras investigaciones aplicadas (investigacién basica

orientada), la cual se enfoca en el uso biotecnolégico de hongos extremofilos.
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Hipodtesis

Debido a la capacidad de Aspergillus sydowii para crecer en ambientes con baja actividad
de agua (aw), es posible que los mecanismos moleculares de adaptacion a estas

condiciones provocados por NaCl y MgCl, sean similares.

Objetivo general

Analizar mediante transcriptomica comparativa los mecanismos moleculares involucrados
en la respuesta de Aspergillus sydowii en condiciones de baja aw inducida por NaCl y
MgCls.

Objetivos especificos

1. Establecer las condiciones de crecimiento de A. sydowii en condiciones de aw
inducida por NaCl y MgCls.

2. Evaluar mediante biomarcadores de estrés oxidativos, la respuesta antioxidante de
A. sydowii expuesto a NaCl y MgCl..

3. Determinar la composicion de compuestos osmaéticamente activos en A. sydowii
en condiciones de awinducidas por NaCl y MgCl..

4. Analizar comparativamente el transcriptoma de A. sydowii crecido en condiciones

de baja aw inducida por NaCl y MgCl..
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2. Materiales y Métodos

2.1 Medios de cultivo

Preparacion del medio de cultivo
Para la preparacion de medio de cultivo liquido YMB se utilizaron los siguientes reactivos
a las concentraciones indicadas para 1 L de agua destilada con 2 M de NaCl (Tabla I) y

para 1 L de agua destilada con 2 M de MgCl. (Tabla II):

Tabla I. Preparacion de medio de cultivo YMB con NacCl

Medio YMB para 1 L de agua destilada Cantidades
Malta 10g
Levadura 49
Dextrosa 49
Peptona 59
2 M de NacCl (Cloruro de Sodio) 116.88 g

Tabla Il. Preparacion de medio de cultivo YMB con MgCl2

Medio YMB para 1 L de agua destilada Cantidades
Malta 10g
Levadura 49
Dextrosa 49
Peptona 59
2 M de MgCl: (Cloruro de Magnesio) 406.6 g

2.2 Metodologia

Cepa, condiciones de cultivo y disefio experimental

La cepa Aspergillus sydowii EXF-12860 es un hongo hal6filo filamentoso aislado de la

fermentacion sélida de bagazo de cafia de azlcar (42). Segun el Portal genémico (JGI)
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(https://genome.jgi.doe.gov/portal/) existe un genoma ensamblado de Aspergillus sydowii

con tamafo de 34.38 Mbp.

A. sydowii fue crecido en medio de cultivo YMB, como medio rico de crecimiento para la
comparacion de las condiciones evaluadas en este estudio porque no buscamos sumarle
un estrés nutricional adicional a nuestro organismo tipo. Se mantuvieron constantes el
resto de los parametros de crecimiento para realizar una correcta comparacion entre las

condiciones utilizadas.

Como condicién de referencia se utilizé el crecimiento de A. sydowii en presencia de un
estrés moderado de 2 M de la sal cosmotrépica NaCl. Como condicién estresante se
utilizé el crecimiento de A. sydowii en presencia de 2 M de la sal caotrépica de MgCls.
Ambas muestras se mantuvieron en agitacion constante a 150 rpm en zaranda, a 28 °C
de temperatura. En resumen, se utilizaron diferentes tipos de sales a la misma molaridad,
ya que de esta forma serdn comparables biolégicamente las condiciones de crecimiento
de la cepa en todos los experimentos descritos posteriormente.

Para determinar el tiempo del crecimiento de A. sydowii en el cual se evaluarian todos los
experimentos (determinacion de biomarcadores de estrés oxidativo, determinacion de
compuestos osmoéticamente activos y la extraccion de ARN para el analisis
transcriptomico) se seleccioné el tiempo correspondiente a la mitad de la fase de
crecimiento exponencial en la condicién de NaCl (2 M). Para lo cual se realiz6 un analisis
de la curva de crecimiento, mediante la medicién del peso hiumedo y peso seco de la
biomasa total durante siete dias. Para esto, se calculd la ecuacién de la recta exponencial
y se graficaron, mediante la herramienta Excel, las curvas de crecimiento tanto de peso
hamedo como de peso seco. La ecuacion de la recta exponencial es: f(x)=b* donde b > 0
y b # de 0 (b es la base y x es el exponente). Para la condicién de 2 M de MgCl, se utilizé
el mismo tiempo de extraccién de la condiciéon de 2 M de NacCl, utilizada como punto de

referencia para garantizar una correcta comparacion biolégica entre las condiciones (43).
Obtencién de las muestras

Para la obtencién de las muestras se prepar6 un pre-indculo de Aspergillus sydowii EXF-
12860 a partir de tres ponches de placas (crecidas en medio YMA, Tabla VI), con 250 mL
de medio de cultivo YMB (Tabla 1), en matraz de 500 mL, a una concentraciéon de 2 M de

NaCl, agitado a 150 rpm en zaranda, a 28 °C, durante siete dias. Este micelio se lavo 18
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horas en solucion salina (Tabla Ill), segun cada condicion evaluada (2 M de NaCly 2 M de
MgCl,). Posteriormente se centrifugd 10 minutos a 4000 rpm y para cada muestra dentro
de las dos condiciones se inocul6 0.2 g de micelio en 50 mL de medio de cultivo YMB,
variando el tipo de sal empleada en cada caso, en agitacién a 150 rpm, 28 °C, por cinco
dias. Para cada experimento realizado en esta investigacion se obtuvieron las muestras

de cada condicion evaluada de la misma forma descrita anteriormente.

Tabla Ill. Solucién salina para 1 L de agua destilada

Condiciones 2 M de NaCl 2 M de MgCl2
Peso Molecular 58.44 g/Mol 203.3 g/Mol
Gramos 116.88 g 406.6 g
aw 0.96 0.95

Tabla IV. Preparacion de medio de cultivo YMA con NacCl

Medio YMA para 1 L de agua destilada Cantidades
Malta 10g
Levadura 49
Dextrosa 49
Peptona 59
2 M de NaCl (Cloruro de Sodio) 116.88 g
Agar 150 g

2.3 Determinacion de biomarcadores de estrés oxidativo en Aspergillus sydowii

EXF-12860 en crecido en presencia de las sales NaCl y MgCl-

Para la obtencion de las muestras de A. sydowii se inocul6 en medio YMB, durante 72
horas en presencia de NaCl y MgCl, ambos a concentraciones de 2 M. Las muestras de
sobrenadantes y de micelio se obtuvieron por centrifugacion a 6.000g. Las células fueron
maceradas en nitrégeno liquido y se les afiadi6 1 mL de agua ultrapura por muestra.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado, con réplicas técnicas para las muestras de
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sobrenadante y de micelio. Se midi6 la actividad de biomarcadores antioxidantes y pro-

oxidantes. Se utilizaron controles negativos sin inocular para todos los ensayos.

Biomarcadores antioxidantes

Actividad enzimatica de la Superdxido Dismutasa

La actividad enzimética de la Superoxido Dismutasa (SOD) se determind por el método
descrito por (44), con modificaciones para microplaca. Este ensayo se basa en que el
Pirogallol en medio basico se autooxida generando en el medio una reaccion con el
radical superoxido, de esta forma la reaccion con el radical se propaga, acelerando la
autooxidacién del Pirogallol cuya forma oxidada absorbe la luz a 420nm. La presencia de
un secuestrador de radicales super Oxidos en el medio, como la SOD inhibe la
autooxidacion al evitar las reacciones de propagacion. Por convenio se toma 1 U de SOD
como la cantidad de enzima que inhibe en un 50% la reaccion de autooxidacion del
Pirogallol a 25 °C y pH = 8.20.

Actividad Catalasa

La actividad de la enzima catalasa se determiné utilizando el kit EnzyChromTM Catalase
Assay Kit (ECAT-100, BioAssay System, Hayward, CA). Este ensayo mide directamente la
degradacion del H.O. por la catalasa, utilizando un tinte redox. El incremento de la
actividad catalasa en el ensayo provoca un cambio en la intensidad del color a 570 nm o

fluorescencia (Aem / ex = 585/ 530nm).

Actividad de la glutatién peroxidasa

La enzima glutation peroxidasa (GPX) cataliza la reduccion de H.O. en presencia de
glutation reducido. La actividad de GPX se midi6 utilizando el kit EnzyChromTM
Glutathione Peroxidase Activity Kit (EGPX-100, BioAssay System, Hayward, CA). Este

ensayo mide directamente el consumo de NADPH en las reacciones acopladas a
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enzimas. La disminucién de la densidad 6ptica a 340nm es directamente proporcional a la

actividad enzimatica en la muestra.

Biomarcadores pro-oxidantes

Determinacion de Hidroperoxidos Organicos

Los hidroperéxidos organicos (HPO) y el H,O; presentes en la muestra convierten el Fe?*
en Fe*" en medio &cido. El Fe®*" forma un complejo coloreado con el xilenol naranja que es
detectable por medicién espectrofotométrica a 560nm. El procedimiento se realiz6 como
indican instrucciones del juego de reactivos Bioxytech H,0,-560 (45), de Oxis

internacional Inc. Portland, USA.

Determinacion de Productos Avanzados de la Oxidacion de Proteinas

La determinacién de Productos Avanzados de la Oxidacion de Proteinas (PAOP) se
realizé siguiendo la transformacion de los iones yodo a yodo diatbmico que provocan los
PAOP, mediante el cambio de Densidad 6ptica (DO) a 340nm. Se utiliza como patrén
cloramina T y los resultados se expresaron como PM de cloramina segun lo reportado

previamente por (46).

Determinacion de malonildialdehido y 4-hidroxialquenales

La determinacién de malonildialdehido (MDA) y 4-hidroxialquenales (4-HDA) se realiz6
mediante la reaccion entre el N-metil-2 fenil-indol con el MDA vy los 4-HDA a los 45 °C.
Una molécula de MDA o de 4-hidroxi-alquenal reacciona con dos moléculas de N-metil-2-

fenil-indol rindiendo croméforo estable que absorbe a 586nm (47).

Determinacion de la susceptibilidad a la peroxidacion lipidica o Potencial de Peroxidacion

La determinacion de la susceptibilidad a la peroxidacion lipidica o el potencial de

peroxidacion se realizé induciendo procesos de peroxidacion lipidica por catélisis con Cu?*
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(2mM) en la muestra biol6gica. Esta medicion permite conocer el balance entre factores

prooxidantes y antioxidantes, basandonos en mediciones de la formacién de MDA (48).

Céalculos estadisticos

El analisis estadistico se determind por Multiple T-test y para determinar las diferencias
estadisticas entre las condiciones evaluadas se utiliz6 el método Correct for Multiple
comparisons using the Holm-Sidak method con una significancia de 0.05 (a=0.05). Los
calculos estadisticos se realizaron utilizando la version Prism8

(https://www.graphpad.com) de GraphPad.

2.4 Determinacion de la composicion de compuestos osmoéticamente activos en A.

sydowii crecido en presencia de las sales NaCl y MgCl>

A. sydowii fue crecido en las condiciones evaluadas en el estudio de 2 M de MgCl.y 2 M
de NaCl durante siete dias para generar biomasa. Luego para detectar los solutos
compatibles utilizados por este hongo filamentoso para contender contra el estrés
osmotico inducido por estas sales se realizaron detecciones de estos solutos en los
tiempos cero horas, 18 horas, 96 horas y 168 horas, para cada condicion. Para ello se
centrifugaron las muestras a 4500 rpm durante 10 minutos y se secO el micelio en el
horno a 80 °C, por 48 horas. La preparacion de las muestras para el analisis por
Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC) se realizé como se describe en [6] ¥
[46]. Se realiz6 la extraccion de los solutos a partir de 100 mg de micelio seco [6]. El
micelio se resuspendid en una solucién de Bligh y Dyer (compuesto de cloroformo-
metanol-agua [10:5:3.4]) y se incubd en agitacion toda la noche. Se afiadié cloroformo y
agua ultrapura (1:1) y la suspension se homogeniz6 en un agitador tipo vortex durante 20
segundos. Las muestras se centrifugaron a 4500rpm durante 10 minutos para la
separacion de las fases. Los solutos se extrajeron de la fase superior metanol-agua y se
almacenaron a 4 °C para su posterior analisis por HPLC. El analisis por HPLC (Hewlett-
Packard, Palo Alto, CA, USA) se realizé en un sistema isocratico con una columna Bio-
Rad AMINEX HPX-87H (300 x 7.6 mm) a una temperatura de 50°C. Se utiliz6 como fase
movil acido sulfarico (5 mM). Se inyectaron 10 estandares de solutos compatibles

(galactitol, malititol, ribitol, sorbitol, xilitol, trehalosa, manitol, arabitol, eritritol y glicerol).
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Las curvas de calibracion fueron obtenidas usando 5 mg/ml y se utilizaron 10 mg/ml de los
estandares analiticos de cada osmolito analizado (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA).
La deteccion de la sefal se realiz6 mediante un polarimetro, el cual es un sistema de
deteccién apropiado para azucares y polioles. Los cromatogramas se procesaron
utilizando la versién 2.51 del software ChromQuest (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). El analisis cromatografico se realiz6 en el Instituto de Biotecnologia,

Universidad Nacional Autbnoma de México, Campus Morelos (México).

Calculos estadisticos

El andlisis estadistico se determind por Multiple T-test y para determinar las diferencias
estadisticas entre las condiciones evaluadas se utiliz6 el método Correct for Multiple
comparisons using the Holm-Sidak method con una significancia de 0.05 (a=0.05). Los
calculos estadisticos se realizaron utilizando la version Prism8

(https://lwww.graphpad.com) de GraphPad.

2.5 Extraccion de total ARN

Obtencién de las muestras para la extraccion

Se utiliz6 el mismo método de obtencidén de micelio para la extraccion de Aspergillus
sydowii EXF-12860 para las dos condiciones evaluadas. Las muestras de micelios para
cada condicién se obtuvieron a partir de su crecimiento en 200 mL de medio de cultivo
YMB, agitado en zaranda a 150 rpm, a una temperatura de 28 °C, durante siete dias.
Posteriormente, se filtraron al vacio y se extrajeron los micelios. Para lavar estos micelios
se dejaron toda la noche en solucién salina (Tabla Il). Las muestras se inocularon a partir
de 0.2 g de micelio en 50 mL de medio de cultivo YMB, variando el tipo de sal empleada
en cada caso (2 M de NaCly 2 M de MgCl,) por tres dias en agitacion a 150 rpm, a 28 °C.
Las soluciones se centrifugaron durante 10 minutos, a 4000 rpm, a 4 °C. Los micelios se
colocaron en nitrdgeno liquido. Se utilizaron dos controles negativos sin inocular a 50 ml
de medio YMB a 2 M de NaCly 2 M de MgCl. respectivamente y un control positivo a 0 M

inoculado con 0.2 g de micelio.
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Protocolo de extraccion

La extraccion de ARN total se realizd por triplicado para cada condicion respectivamente
(condicidn de referencia: 2 M de NaCl y condicién de estrés: 2 M de MgCl,). La extraccién
de ARN se realizé a partir del método de extraccion de ARN por fenol &cido (49).
Primeramente, se colecto el micelio para cada condicién y a cada muestra se les afiadio 1
mL de Trizol, se homogeniz6 en un agitador tipo vértex y se congeld en nitrégeno liquido.
Posteriormente se macerd el micelio congelado y se vertio en viales de 1.5 pyL. Se
afiadieron 600 pL de solucion A previamente preparada (ver tabla V) y se homogenizé en
un agitador tipo vortex. La mezcla se adicion6 a un tubo que contenia 600 uL de fenol
acido precalentado a 62 °C y se homogenizé en un agitador tipo vortex a maxima
velocidad durante 15 segundos. Se incubd la mezcla a 62 °C durante cinco minutos,
agitando manualmente por 10 segundos cada 50 segundos y posteriormente se centrifugd
a 12 250 rpm durante tres minutos a temperatura ambiente. La fase acuosa se transfirio
cuidadosamente a un vial nuevo de 1.5 uL que contenia 1 mL de etanol absoluto a
temperatura ambiente y se homogeniz6 en un agitador tipo vértex a maxima velocidad por
10 segundos. Se centrifug6 a 13 250 rpm durante cinco minutos y se decanto (se retir6 el
exceso de etanol con un papel absorbente limpio). Al precipitado se le afiadié 1 mL de
etanol al 70% a temperatura ambiente y se homogeniz6 en un agitador tipo vortex hasta
despegar la pastilla del vial. Se centrifug6b a 12 250 rpm durante tres minutos a
temperatura ambiente y se decantd cuidadosamente. El boton formado, se resuspendi6
en 400 pL de solucion Ay se homogeniz6 en un agitador tipo vortex durante 10 segundos.
Luego, se le afiadié6 1 mL de etanol absoluto y se homogenizé en un agitador de tipo
vortex a maxima velocidad durante 10 segundos. Se centrifugd a 13 250 rpm durante
cinco minutos y se decanto (se retird el exceso de etanol con un papel absorbente limpio).
Al precipitado se le afadi6 1 mL de etanol al 70% a temperatura ambiente y se
homogenizé en un agitador tipo vortex (hasta despegar la pastilla del vial). Se centrifug6 a
12 250 rpm durante tres minutos a temperatura ambiente y se decanté cuidadosamente.
Se dejo6 abierto el vial de 1.5 pL dentro de la campana de flujo laminar durante 40 minutos

y posteriormente se resuspendio el pellet en 20 pL de agua libre de nucleasas.

Tabla V. Preparacion de la solucion A
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Sustancias Cantidades
H,O DPEC 36.9 ml
SDSal 1% 2ml
Acetato de Sodio 3 M pH 4.8 267 pL
EDTAO0.5MpH8 0.8 ml
Volumen final 40 ml

Cuantificacion del ARN

El ARN se cuantific6. Para ello 2 yL de muestra por duplicado se colocaron en un
Nanodrop. Tres muestras y un control (agua en la que se resuspendié el ARN), este
procedimiento brinda en la unidad de medida de nanogramos/microlitro (ng/uL). Por lo que
se aplica la siguiente formula que nos da la concentracion real de la concentracion en

cada pL:

[RNA] equipo (ng/ pL) * 30 pL (vol. de resuspension del RNA)

[RNA] (ng/ pL) =
1000

[RNA] (ng/ ul)= _ x_ pg/pL

32



Corrida en gel de agarosa

Se realiz6 una electroforesis de ARN en gel de agarosa al 1%. Con el objetivo de
visualizar la resolucion de las bandas indicadas a partir de los fragmentos ribosomales 28
S, 18 Sy 5 S. El volumen para aplicar en la electroforesis sera equivalente a 1.5 pg/pL de
ARN (concentracion de ARN que deseo ver en la electroforesis).

Volumen a aplicar en 1500 ng
la electroforesis

[RNA] que me da el equipo (ng/ uL)

Volumen a aplicar en

. xoulk
|a electroforesis M

Para la preparaciéon de muestras de ARN para correr la electroforesis se afiadié un Buffer
2X RNA loading dye, de igual cantidad que la muestra a usar (calculada en el Nanodrop).
La mezcla de ARN mas Buffer se calent6 cinco minutos a 70 °C y se aplicé en el gel. La
corrida se realizé en las condiciones de 90 V por 40 minutos. Las muestras se guardaron

a -80 °C hasta ser enviadas para ser secuenciadas.

Preparacion de las muestras para ser enviadas a secuenciar

La mejor condicion para el almacenamiento del ARN es mediante una precipitacion con
etanol (estable durante un afio a -20 °C). Para todas las soluciones se utiliz6 agua tratada
con pirocarbonato dietil (DEPC). Se agregd 0,1 volumenes de acetato de sodio 3 M
(NaOAc, pH 5,5) a la solucion de ARN y se mezcl6 suavemente. Se agregaron dos
volumenes de etanol al 100% a la solucion de ARN y se mezclé suavemente. Se
agregaron 10 pL de acetato de sodio 3 M (NaOAc, pH 5.5) y 220 pL de etanol al 100% a
la solucion de ARN y se mezclé muy bien. Las muestras se enviaron con paquetes de
hielo azul. Las muestras de ARN se enviaron en un tubo de microcentrifuga de 1.5~2.0

mL claramente etiquetado y sellado con Parafiim. Se incluy6é una breve descripcion del
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protocolo de extraccion y/o enriguecimiento de ARN utilizado en los campos de

comentarios de la hoja de pedido.

2.6 Analisis del transcriptoma de Aspergillus sydowii

Secuenciacion de los transcriptos

La secuenciacion se realiz0 mediante la plataforma lllumina HiSeq2500 de extremos
pareados con lecturas de 75pb y profundidad de secuenciacion de entre 30 y 50 millones
de lecturas por libreria [23], [24]. Este disefio permiti6 estudiar los cambios en la
expresion de genes que codifican para proteinas [25].

Andlisis de la calidad de las lecturas

Los datos crudos recibidos de la secuenciacion se transformaron en lecturas crudas en
formato fastg. Para el procesamiento de los mismos se analizé la calidad de las lecturas
mediante el uso del software FastQC (50). Este tiene como objetivo proporcionar un
informe del control de la calidad ya que puede detectar problemas que se originan en el

secuenciador o en el material de la biblioteca de inicio (51).

Depuracion de las lecturas

En la mayoria de las plataformas de secuenciacion, la calidad de las lecturas se degrada
a medida que avanza la ejecucion del programa por lo que resulta necesario realizar una
depuracion de estas. Dados los parametros de calidad obtenidos fue necesario realizar un
preprocesamiento de las lecturas utlizando diferentes herramientas en linea de
comandos. Para ello, se utiliz6 rCorrector, para la eliminaciéon de k-meros erréneos en las
lecturas (52). Posteriormente, las lecturas crudas de cada condicion se normalizaron
antes de realizar la construccion del ensamblaje utilizando la herramienta bbnorm de
BBMap v. 38.08 (53), con un promedio de profundidad de 100x para reducir la posibilidad
de errores cadena abajo. Luego, se utilizé la herramienta Trimmomatic para recortar datos
en formato fastq provenientes de Illumina y eliminar adaptadores (54). Luego se utilizo el
RemoveFastqcOverrepSequenceReads.py para remover las secuencias

sobrerrepresentadas (52).
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Ensamblado de novo y anotacion funcional

El procesamiento de los datos de secuenciacion se realizo utilizando un ensamblaje de
novo utilizando el programa Trinity (55). La anotacion de las secuencias ensambladas se
realiz6 mediante BLAST (Expectation value: 1le-3, Open Gap Penalty: 9, Gap Extension
Penalty: 2) en la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot; utilizando el software Omicsbox.
Para la cuantificacion de la abundancia de los transcritos se utilizé el programa Kallisto

(56). Los niveles de expresion se reportaron en transcritos por millén (TPM) (57).

Anadlisis de expresion diferencial por pares (Funcion PRO)

Los analisis de expresion diferencial (ED) se realizaron mediante la plataforma Omicsbox
disefiada para realizar andlisis de conteos de datos derivados de la tecnologia RNAseq.
Esta aplicacion se basa en el programa edgeR (andlisis empirico de DGE en R) el cual
permite la identificacion de caracteristicas genémicas expresadas de forma diferencial
(por ejemplo: genes) en una comparacion por pares de dos condiciones experimentales
diferentes. El paquete de software edgeR que pertenece al proyecto Bioconductor (un
proyecto de cédigo abierto para el analisis de datos genémicos en R (58)), implementa
métodos de estadisticas cuantitativas para evaluar el valor de significancia individual de
genes entre dos condiciones experimentales. Para realizar el analisis de expresion
diferencial se eliminaron los transcritos con bajos niveles de expresioén en todas las
condiciones, es decir, aquellos que tenian menos de dos conteos por millon de lecturas
(cpm<2). Se consideraron como ED aquellos transcritos con logFC>2 y FDR<0.1. Al
ejecutar el analisis de ED se especificaron una serie de parametros que estan divididos en
tres secciones diferentes: Preprocesamiento de los datos, Disefio experimental vy
comparacion y pruebas. Dentro de la pagina para realizar el preprocesamiento de los
datos se realiz6 un filtrado de genes con bajo nimero de conteos. Mediante CPM Filter se
establecié un filtro para excluir genes con conteos bajos en las librerias ya que esos
genes pueden interferir con las aproximaciones estadisticas posteriores. El filtrado se
realizo sobre una base de conteos por millon (CPM), para tener en cuenta las diferencias

en el tamafio de la libreria entre las muestras. Ademas, dentro de esta secciéon de
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preprocesamiento se calcularon factores de normalizacion para ajustar los datos crudos
donde toma la forma de los factores de ajuste para los tamafios de las librerias que
entraran en los modelos estadisticos. Estos factores de correlacion son utilizados para
calcular el tamafio efectivo de las librerias y el método estadistico de normalizacion
utilizado fue TMM, el cual es una medida ajustada de los valores de M. En este método
los valores se obtienen del método delta de Datos Binomiales (este método es
recomendado). Luego se realiz6 la segunda seccién de Disefio experimental donde se
disefio el archivo experimental para lo cual se seleccioné el archivo de extension .txt que
contiene los factores experimentales con las condiciones asociadas a cada muestra en
formato delimitado por tabulaciones (las filas correspondieron a las muestras y las
columnas a los factores experimentales, asegurandonos de que la primera columna de la
tabla designada tuviera exactamente el mismo nombre que aparece en la tabla de
conteos). Se utiliz6 un disefio simple que realiza una comparacion pareada entre
muestras que pertenecen a dos condiciones experimentales. La prueba estadistica
empleada fue GLM (Quasi Likelihood F-Test) que es una alternativa del Ratio Test y
provee mayor robustez y control fiable de la taza de error cuando el nimero de réplicas es
bajo. El flujo de trabajo a seguir para realizar un andlisis de expresion diferencial se

describe en la Figura 5.
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Figura 5. Flujo de trabajo a seguir para realizar un andlisis de exprecion diferencial en el software Omicsbox.

Analisis de enriqguecimiento de términos GO y vias metabdlicas

La anotacion de términos de GO se realiz6 mediante el programa Omicsbox. Para la
determinacion del enriquecimiento se utiliz6 el método computacional Analisis de
Enriguecimiento Gene Set (GSEA) (59), incluido en el programa Blast2GO. Por medio de
este método se obtuvieron los graficos correspondientes a rutas o vias metabdlicas en
base a los términos correspondientes a las ontologias: Proceso biolégico (BP), Funcion
Molecular (MF) y Componente Celular (CC). En cada caso se graficaron los términos méas
significativos de acuerdo con el método GSEA y se realizé el analisis de los niveles de

expresion de los transcritos anotados con esos términos.
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3. Resultados y discusién

3.1 Establecimiento de las condiciones de crecimiento de A. sydowii en presencia
de NaCl y MgCl;

La gréfica de la curva de crecimiento de A. sydowii representada en la figura 4 mostr6é un
caracter exponencial entre los dias dos y cuatro de cultivo, lo cual se comprob6 mediante
un ajuste a una curva exponencial en los intervalos de tiempo mostrados en la tabla VI,
siendo la region comprendida entre los dias dos y cuatro de cultivo la que mejor se ajusta
a este tipo de comportamiento, por lo que de acuerdo a estos resultados se seleccion6
para la extraccion del ARN el dia tres, correspondiente a la mitad de la fase exponencial.
A nivel molecular esto se traduce en que en el punto maximo de la fase exponencial se ha
traducido el mayor nimero de enzimas y se han producido los metabolitos secundarios
relacionados con la respuesta al estrés osmdético, por lo que, si se pretende realizar un
analisis transcriptdémico de A. sydowii en estas condiciones, es acertado seleccionar, para
la extraccion del ARN, un tiempo que se encuentre a la mitad de la fase exponencial,
dado que, a diferencia de lo que ocurre en organismos procariotas, donde la transcripcion
y la traduccién son dos procesos acoplados, de manera que a medida que se forman las
cadenas de ARNm y se separan del molde, los ribosomas proceden a su traduccién, en
organismos eucariotas son dos procesos independientes separados en el tiempo y el
espacio, ya que la transcripcion ocurre en el nicleo mientras que la traducciéon ocurre en
el citoplasma de la célula (36). La curva correspondiente al peso himedo no se tomé en
cuenta porgue no fue constante en el tiempo debido a la presencia de agua en cantidades
variables en el micelio. Figura 6, tabla VI. (41). No se presentan los resultados de la curva
de crecimiento en presencia de 2 M de MgCl, debido a que el hongo no crece en esta
condicion (2) por lo que se utilizo la condicion crecida en 2 M de NaCl como referencia

para determinar el tiempo de extraccion del ARN.
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Figura 6. Curvas de crecimiento de A. sydowii, peso himedo y peso seco. Intervalo de la fase exponencial
entre los dias 2-4. El tiempo de tres dias corresponde a la mitad de la fase de crecimiento exponencial.

Tabla VI. Intervalos en dias de los valores de peso seco de los cultivos de condicion optima de 2 M de NaCl
en medio liquido. Donde se determin6 para cada intervalo la ecuacion de la recta exponencial y su valor de
R?, para determinar el intervalo que mejor se ajusta a la fase de crecimiento exponencial. A mayor valor de R?

mayor probabilidad de aceptar una hipdtesis como correcta.

Tiempo de intervalo R?
(dias)
1-3 0.9594
1-4 0.9101
1-5 0.8262
1-6 0.7773
2-4 0.9597
2-5 0.8449
2-6 0.8166
3-5 0.8062
3-6 0.864
3-7 0.8696
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3.2 Presencia de estrés oxidativo en A. sydowii crecido en las sales NaCl y MgCl,

El estrés causado por altas concentraciones de sales provoca dafios oxidativos en
organismos tanto procariontes como eucariontes (23). Existen escasos estudios
enfocados en el andlisis del estrés oxidativo en hongos haléfilos en respuesta a la
presencia de sales cosmotrdpicas y caotrépicas. Algunas especies de hongos pueden
tolerar concentraciones extremas de sales, incluso ciertas sales como el MgCl.. La
relacion entre la capacidad antioxidante de los hongos y su halotolerancia fue descrita
recientemente a nivel gendémico en el haléfilo W. ichthyophaga, en la levadura negra
halotolerante H. werneckii y en Aspergillus pullulans (23). Con el objetivo de conocer la
respuesta de defensa celular antioxidante en A. sydowii ante su exposicion a
concentraciones estresantes provocadas por la sal cosmotrépica NaCl y la sal caotrépica
MgCl, fue determinada la respuesta a ocho biomarcadores enzimaticos y no enzimaticos
en el micelio y el sobrenadante. El aumento de la actividad de estos biomarcadores es un
indicativo de la presencia de estrés oxidativo. Los biomarcadores que no fueron
detectados con una actividad significativa sugieren que no estan involucrados en la

respuesta al estrés oxidativo en A. sydowii en las condiciones experimentales evaluadas.

En el micelio de A. sydowii crecido en presencia de NaCl y MgCl, fue detectado un
incremento de la actividad de las enzimas catalasa y GPX. Se encontraron diferencias
estadisticas para ambas enzimas entre las condiciones de estudio. Los mayores niveles
de actividad de catalasa y GPX se encontraron en presencia de MgCl, con respecto a la
presencia de NaCl. Este resultado es suficiente para sugerir que en A. sydowii crecido en
un medio con 2 M de MgCI2 existe un estrés oxidativo y que las enzimas catalasa y GPX
estan involucradas en la respuesta del mantenimiento de la homeostasis redox a nivel
celular (24) (Figura 7). Tiene sentido encontrar su actividad en el micelio ya que estas
enzimas se encuentran localizadas en organelos internos. La catalasa es una enzima
localizada en los peroxisomas. En presencia de esta enzima ocurre la conversion de
perdxido de hidrégeno (H202) en agua (H20) y oxigeno (O-), donde la reaccién catalitica
utiliza dos moléculas de H,O sin el uso de otro tipo de sustrato (60), (61). El H.O; es
producido por la reduccion divalente del O, molecular o por dismutacion del aniéon super
oxido, el cual no es un radical libre, porque sus orbitales contienen dos electrones con

spines antiparalelos. El H>O; es el mas estable y el menos reactivo entre los productos de
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reduccion del O, molecular. Este se puede generar por la actividad de diferentes oxidasas
y algunas enzimas mitocondriales. En condiciones biolédgicas el H,O2 es un oxidante débil,
sin embargo, su reaccién con el hierro (Fe?*) o con el anién superdxido genera un radical
mas reactivo, el radical hidroxilo. También, el H.O, puede reaccionar con cloruro (CI) en
presencia de la actividad de enzimas mieloperoxidasas generando acido hipocloroso
(HCIO), el cual puede formar puentes de hidrégeno estables y complejos con los pares de
bases del acido nucleico, ocasionando una alta reactividad sobre la molécula de ADN
(25). Otra enzima antioxidante que tiene un papel importante en la proteccion frente al
estrés oxidativo es la glutation peroxidasa. Es representante de una familia de enzimas
con actividad peroxidasa. El ensayo de actividad celular de la glutation peroxidasa se
basa en la oxidacion de glutation (GSH) a glutation oxidado (GSSG). Esta reaccion es
catalizada por la glutatibn peroxidasa acoplada al reciclaje de GSSG de vuelta a GSH,
utilizando glutatiéon reductasa y NADPH. La disminucién de la absorbancia de NADPH
durante la oxidacion de NADP es indicativa de la actividad de la glutation peroxidasa ya
que esta enzima es el factor limitante de la velocidad de estas reacciones acopladas (61),
(25).
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Figura 7. Actividad enzimatica de las enzimas catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPX) en U/L, en micelio
de A. sydowii en las condiciones de presencia de NaCl y MgClz, ambos a 2 M. Se muestran diferencias

estadisticas entre las condiciones evaluadas para cada soluto determinado, con una significancia de (a=0.05).
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En muestras de sobrenadante de A. sydowii crecido en presencia de NaCl y MgCl, fue
detectado un incremento de la actividad de los biomarcadores pro-oxidantes
malonildialdehido y 4-hidroxialquenales. No fueron encontradas diferencias estadisticas
significativas entre las condiciones evaluadas en el experimento (Figura 8). Este resultado
sugiere que en A. sydowii el crecimiento en presencia de 2 M NaCl y el crecimiento en
presencia de 2 M MgCl; causa estrés oxidativo provocando lipoperoxidacion en igual
extension en presencia de ambas sales. En condiciones acidas especificas, tanto el
malonildialdehido como el 4-hidroxialquenales reaccionan con N-metil-2-fenilindole y son
indicativos de dafio oxidativo a lipidos y proteinas, respectivamente (47). Estos
bioproductos de la peroxidacion lipidica son llamados biomarcadores porque miden el
nivel de oxidaciéon de biomoléculas. ElI malonildialdehido mide la presencia de grupos
aldehidos en lipidos oxidados. Mientras que el 4-hidroxialquenales, mide la presencia de
grupos alquenos en los lipidos oxidados. Estos son liposolubles por lo que pueden
atravesar la membrana lipidica (47) (2) (62).
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Figura 8. Actividad de malonildialdehido (MDA) y 4-hidroxialquenales (4-HDA), en U/L, en sobrenadante de A.
sydowii en las condiciones de presencia de NaCl y MgClz, ambos a 2 M. No se encontraron diferencias

estadisticas entre las condiciones evaluadas para cada soluto determinado, con una significancia de (0=0.05).

Seria interesante detectar la actividad otros tipos de biomarcadores enzimaticos de estrés
oxidativo como peroxiredoxinas, glutation transferasas, glioxilasas | y glioxilasas Il. Ya que

genes que codifican para estas y otras enzimas como catalasas, glutation peroxidasas y
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superéxido dimutasas (evaluadas en este estudio) se identificaron como involucradas en
la respuesta al estrés oxidativo en especies de hongos haldfilos y halotolerantes y fueron
comparadas con genes de 16 hongos filamentosos (ascomicetos y basidiomicetos) con el
fin de encontrar una relacién entre el estrés oxidativo y el estrés osmatico. Este estudio
indica que la maxima tolerancia a la salinidad se correlaciona con el niumero de genes que
codifican para las tres enzimas principales relacionadas con la respuesta a estrés

oxidativo que son la superéxido dimutasa, la catalasa y la peroxiredoxina (23).

3.3 Analisis de solutos compatibles

Una de las estrategias mas ampliamente utilizadas por los hongos para contender contra
las concentraciones altas de sales en el medio es la biosintesis y acumulacién de solutos
compatibles. El uso de solutos compatibles bajo un estrés osmaético favorece el balance
de la presion osmética celular y no se requiere de ninguna adaptacion especifica en los
sistemas intracelulares (63). Los polioles son compuestos osmoéticamente activos que
tienen un papel importante en el balance del potencial redox ya que en la sintesis y el
catabolismo de los mismos estdn involucrados generalmente cofactores enzimaticos
(NADH y NADPH) (17). Por esta razon, se analizaron extractos de células de A. sydowii
crecido en las condiciones de NaCl y MgCl,; ambos a concentraciones de 2 M con el
objetivo de entender la respuesta diferencial en la estrategia de utilizacién de solutos
compatibles entre estas condiciones. Los extractos de células fueron procesados por
HPLC (Figura 9).
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Figura 9. Cromatograma medido por HPLC de las curvas de calibracion de los estdndares de polioles que
seran medidos posteriormente en las condiciones de nuestro experimento (A. sydowii crecido en presencia de
MgClz y NaCl, ambos a concentracion de 2 M). En el eje de las x se muestra el tiempo de retencion de los
polioles en minutos y en el eje de las y en mV una sefial correspondiente a la respuesta creada por los
analitos que salen del sistema (esta sefial es proporcional a la concentracion del analito especifico separado).
En la leyenda de los estandares de polioles (los polioles escritos de color rojo fueron encontrados en las

condiciones experimentales evaluadas).

Los solutos compatibles detectados a partir de los estandares de polioles inyectados
fueron la trehalosa, el manitol, el arabitol, el eritritol y el glicerol. Las cantidades de estos
polioles varian con la salinidad del medio (YMB, Tabla | y Il) y con la fase de crecimiento
del hongo en el cultivo. Los tiempos seleccionados para realizar las mediciones se basan
en la curva de crecimiento descrita previamente. Donde a las 18 horas se corresponde
con la fase de adaptacion, el tiempo de 72 horas se corresponde con la mitad de la fase
de crecimiento exponencial y el tiempo de 168 horas se corresponde con el inicio de la
fase estacionaria. No fueron detectados en las condiciones evaluadas en este estudio los
solutos galactitol, malititol, ribitol, sorbitol y xilitol. Mientras que los solutos compatibles
detectados para ambas condiciones fueron la trehalosa, el manitol, el arabitol, el eritritol y

el glicerol (Figura 10).
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Figura 10. Cantidades intracelulares en nmol/mg de trehalosa, manitol, arabitol, eritritol y glicerol, en células
de A. sydowii en presencia de 2 M de NaCl y 2 M de MgClz. Se muestran diferencias estadisticas entre las
condiciones evaluadas para cada soluto determinado, con una significancia de (a=0.05). Biomasa seca.

Los principales polioles descritos en la literatura son el manitol, el glicerol, el eritritol y el
arabitol, mientras que otros polioles como el xilitol, el ribitol, el D-theitol y dulcitol se
producen en condiciones ambientales especificas (17). En el caso de la trehalosa fueron
encontradas diferencias estadisticas significativas entre las condiciones evaluadas en los
tiempos de 18 y 168 horas, correspondientes a las fases de adaptaciéon y estacionaria,
respectivamente. En el caso del manitol se encontraron diferencias estadisticas
significativas en las 0 y 18 horas. En el arabitol se encontraron diferencias estadisticas
significativas en las 0, 72 y 168 horas. Para el eritritol se encontraron diferencias
estadisticas significativas a las 72 y 168 horas. Mientras que para el glicerol no fueron
encontradas diferencias estadisticas significativas en ninguno de los tiempos evaluados
por lo que se puede sugerir que este soluto juega un papel importante en la respuesta al

estrés osmotico en A. sydowii en igual extension para ambas condiciones evaluadas.

En A. sydowii, para la condiciébn de estudio crecida en presencia de la sal caotrépica
MgCly, el soluto principal encontrado fue el glicerol. Este es también el principal soluto
compatible en levaduras, incluida S. cerevisiae (64), asi como en H. werneckii y W.
ichthyophaga (1), (65), (6), (66), (11). El glicerol puede ser utilizado en la célula como una

fuente de carbono y sus niveles citosdlicos de sintesis y degradaciéon son un factor
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importante para el mantenimiento del balance redox en la célula. Ademéas de estas
funciones mencionadas el glicerol es utilizado para la sintesis de glicerofosfolipidos y
triacilglicéridos sumado al hecho de que es utilizado para combatir el estrés oxidativo y
térmico. Bajo un estrés osmdtico, el glicerol es masivamente sintetizado de novo a partir
de la dihidroxiacetona-fosfato, por la via del glicerol-3 fosfato de forma dependiente a la
via de HOG, descrita previamente (64). Ademas, tiene un papel en el mantenimiento de
los niveles de ADN mitocondrial y en la activacion de la transcripcién (67). La biosintesis
del glicerol representa la opcién energéticamente menos costosa para la célula. A partir
de los resultados obtenidos se puede sugerir que A. sydowii en presencia de 2 M de
MgCl, se esta enfrentando a un estrés osmotico que provoca un estrés oxidativo por lo
que su energia debe estar focalizada hacia su supervivencia. Como se puede observar en
la figura 2, para la sintesis de glicerol se requiere de la conversion de NADPH a NADH
(17), con lo que influye positivamente ante el dafio metabdlico causado por el estrés
oxidativo, ya que a mayor cantidad de NADPH disponible, se genera mayor cantidad de
radical anion super 6xido ya que la enzima NADPH oxidasa convierte el O, en radical
anion superoxido, a partir de la oxidacion de la coenzima NADPH a NADP (25).

En A. sydowii, para la condicion de estudio crecida en presencia de la sal cosmotropica
NaCl, el soluto principal encontrado es el eritritol. Con relacion a esto, se ha planteado en
A. niger que el eritritol estd involucrado en la osmorregulacion y mantiene el equilibrio
redox a nivel celular (17). En muchas especies de hongos, como por ejemplo en A.
nidulans, el glicerol y el eritritol mejoran la germinacién de los conidios, bajo condiciones
de estrés osmoético inducido por la presencia de NaCl (34). Un estudio en A. niger plantea
que la sintesis de polioles ocurre como respuesta a diferentes factores como la
disponibilidad de oxigeno y que la acumulacion de eritritol se debe al exceso de actividad
en la via de las pentosas fosfato comparado con la demanda celular de las vias
intermedias. Existe una elevada actividad de las enzimas de la via de las pentosas fosfato
durante la fase estacionaria. También, el arabitol y el eritritol se incrementan en presencia
de limitaciones de oxigeno, cuando la produccion de biomasa es baja y la produccion de
CO. es elevada. Consecuentemente, existe una elevada probabilidad de que la
produccion de estos polioles haya ocurrido producto de una desviacion del flujo de
carbono de la via de las pentosas fosfato combinado con una decreciente necesidad de
biosintesis de intermediarios (17). En nuestro estudio en A. sydowii a pesar de que es el

eritritol el soluto principal para la condicion de 2 M de NaCl, hay que resaltar que la
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estrategia de la utilizacion de solutos compatibles esta dada por una mezcla de varios

polioles.

En algunas especies del género Aspergillus, el manitol fue encontrado en altas
concentraciones en los conidios en etapas tempranas del proceso de germinacion. Por lo
gue se consideraba que era la principal fuente de carbono en los conidios de especies del
género Aspergillus. Sin embargo, estudios han demostrado que la principal funcién del
manitol en los conidios es la proteccion de las esporas frente a diferentes tipos de estrés

como altas temperaturas, estrés oxidativo, congelacion vy liofilizacién (17).

En el caso de la especie A. nidulans, se ha observado que la trehalosa se acumula como
respuesta al estrés oxidativo y por calor, asi como durante la conidiacién, aunque no
durante un choque hiperosmético. Este mecanismo, de ser confirmado mediante la
cuantificacion de trehalosa en diferentes condiciones, pudiera constituir una estrategia
novedosa de respuesta a estrés hiposmético en haléfilos (1), (65), (6), (66), (11). La
trehalosa es un disacéarido no reductor formado por dos moléculas de glucosa unidas con
un enlace a-1,1. Este soluto estd ampliamente distribuido en las levaduras, acumulandose
de forma principal cuando las condiciones favorecen la disminucién del crecimiento,
especificamente durante periodos de inanicién y diferenciacion. No obstante, durante la
fase estacionaria en Saccharomyces cervisiae se han encontrado concentraciones
elevadas de trehalosa, cuando se esta en un medio con baja aw, lo cual indica que la
trehalosa tiene una pequefia funcidon en la osmorregulacion durante las etapas del

crecimiento de microorganismaos (63).

El arabitol es un alcohol polihidrico esterioisémero del xilitol (68). El arabitol puede
funcionar como un soluto compatible, sin embargo, durante un choque hiposmotico
funciona como un soluto compatible de segundo rango, ya que presenta valores muy
bajos. Ademas se agota cuando las fuentes de energia son escasas por lo que en el caso

de la levadura Saccharomyces rouxii se ve obligada a metabolizar el glicerol (67).

En A. sydowii una mezcla de solutos compatibles como manitol, eritritol, trehalosa, arabitol
y el glicerol (soluto principal) se utilizan como respuesta de defensa frente al estrés
osmotico inducido por altas concentraciones de las sales MgCl, y NaCl. Este resultado es
consistente con la hip6tesis de que los solutos compatibles son agentes protectores frente
a diferentes formas de estrés osmoético. Lo cual sugiere que para contender frente a un

estrés hidrico inducido por sales cosmotropicas o sales caotropicas se emplea la
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estrategia de los solutos compatibles en igual extension. Este resultado concuerda con lo
planteado por (34), donde analizan en A. nidulans la estrategia de solutos compatibles en
presencia de estrés hidrico inducido por un compuesto caotrépico como el etanol y
plantean que no existen diferencias en la produccion de solutos compatibles en presencia

de un compuesto caotrépico con respecto a una sal caotrépica.

3.4 Andlisis transcriptdmico de A. sydowii en presencia de las sales NaCl y MgCl.

Extracciéon de ARN total

Se realizé la extraccion de ARN del cultivo de Aspergillus sydowii EXF-12860, crecido en
condiciones de estrés osmatico inducido por la presencia de las sales NaCl y MgCl, y se
obtuvieron rendimientos entre 1y 2 pg/pl de ARN. Se pudo determinar el RIN (del inglés:
RNA Integrity Number) en las muestras analizadas mediante electroforesis capilar,
ademas en los electroferogramas se puede observar que las sefiales correspondientes a
los fragmentos 28 Sy 18 S son intensas como se observa en la figura 11, lo cual indica la
integridad y pureza de la muestra. Se obtuvieron muestras de las siguientes condiciones
por triplicado: en presencia de 2 M de la sal NaCl como condicién de referencia de estrés
provocado por una sal cosmotropica y 2 M de la sal MgCl, como condicién de estrés

provocado por una sal caotrépica.
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Figura 11. Extracciéon de ARN total del micelio de Aspergillus sydowii EXF-12860 crecido en presencia de 2 M
de la sal cosmotropica NaCl y en presencia de 2 M de la sal caotrépica MgCl2 como condicién de estrés. a.
Evaluacion de la calidad del ARN mediante electroforesis en agarosa (1%). A. A. sydowii EXF-12860 2 M de
NaCl (aw ~ 0.96) como condicién de referencia; B. A. sydowii EXF-12860 2 M de MgClz2 (aw ~ 0.95) como
condicion de estrés.

Control de calidad de la secuenciacion RNAseq

A partir de los secuenciadores modernos que presentan un alto rendimiento se pueden
generar millones de secuencias. Sin embargo, antes de realizar el analisis de estas para
arribar a conclusiones bioldgicas, es necesario verificar la calidad de las lecturas. En este
sentido, el andlisis mediante el programa FastQC tiene como objetivo proporcionar un
informe de control de la calidad que pueda detectar problemas que se originan en el
secuenciador o en el material de la biblioteca de inicio (51). Los datos crudos recibidos de
la secuenciacion por lllumina HiSeq2500 se encuentran en formato fastq. La profundidad
de la secuenciaciéon fue de aproximadamente 40 millones de lecturas por muestra. Se
obtuvieron fragmentos de 150 pares de bases, secuenciados por ambos extremos figuras
12 y 13. En total se procesaron aproximadamente de 38 972 890 secuencias, estas
lecturas crudas presentaron un porcentaje GC entre 54 y 55%. El andlisis revela una
calidad media de la secuenciacion entre 28 y 34 (escala Phred33: calidades de 0 a 41),

los cuales son considerados valores de buena calidad.
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Oper base sequence quality

Quallty scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 enceding)

2
0
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Position in read (bp)

Figura 12. Evaluacion de la calidad de la secuenciacion de las lecturas crudas en formato fastq de las
muestras en presencia de la condicion de referencia de 2 M de la sal cosmotrépica NaCl (Gréficas
representativa de las 6 librerias secuenciadas) (FastQC Software). Calidad promedio de secuenciacion por
posicién de las lecturas.
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@F’er base sequence quality
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Figura 13. Evaluacion de la calidad de la secuenciacion de las lecturas crudas en formato fastq de las
muestras en presencia de la condicién de estrés de 2 M de la sal caotropica de MgClz (Gréficas representativa
de las 6 librerias secuenciadas) (FastQC Software). Calidad promedio de secuenciacion por posicion de las

lecturas.

Otros parametros de calidad revelados por la herramienta FastQC, presentaron
porcentajes de baja calidad como: altos niveles de contenido de secuencias por base,
secuencias duplicadas, secuencias sobrerrepresentadas y presencia de adaptadores en
las muestras. Esto se debe a que las muestras no han sido depuradas
bionforméaticamente para eliminar el contenido de adaptadores y secuencias que
presenten baja calidad de secuenciacion (51), (54). Por este motivo se realizé un
preprocesamiento de las lecturas para de esta manera mejorar la calidad futura del

alineamiento.
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Ensamblaje de novo y anotacion funcional

Posterior a la correccion de las lecturas mediante una serie de herramientas en linea de
comandos, se procedi6é al ensamblaje de novo en el programa Trinity. El transcriptoma
contiene 41 761 fragmentos ensamblados (contigs), los cuales pertenecen a 22 195
posibles estructuras génicas, donde el 50% de las bases ensambladas se encuentran en

contigs de al menos 2 620 bases de longitud, como se puede observar en la tabla VII.

Tabla VII. Estadisticos de caracterizacion del ensamblaje de novo del transcriptoma (Trinity Software).
Assembly statistics
Counts of transcripts, etc.

Total trinity 'genes': 22 195
Total Trinity transcripts: 41 761

Percent GC: 50.90

Stats based on ALL transcript contigs:

Contig N10: 5311
Contig N20: 4247
Contig N30: 3623
Contig N40: 3074

Contig N50: 2620

Median contig length: 1371
Average contig: 1735.23

Total assembled bases: 72465025

El 47.89% del total de transcriptos codificantes fue anotado funcionalmente mediante
BLAST, contra la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot. Dicha anotacion determina que
muchos de los mecanismos involucrados en los procesos biol6gicos estudiados no

pueden ser descritos con claridad (Figura 14).
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Tag Distribution
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Figura 14. Progreso del andlisis realizado a las muestras de estudio, donde se observa la variacion del
namero de secuencias a medida que avanza el procesamiento de estas. (Blast2GO Software).

La anotaciéon en términos de Ontologia Genética (GO) de los transcritos reveld que se
encuentran regulados de forma representativa los procesos biolégicos. En el GO
correspondiente a la Funcion Molecular se encontraron regulados principalmente las
actividades hidrolasa, transporte transmembrana, transferasa, la uniébn de &acidos
nucleicos y oxidorreductasa (Figura 15). En el GO correspondiente a Procesos Biologicos
se encontraron regulados de forma representativa los procesos de ciclo celular, los
procesos de modificacion de proteinas celulares, los procesos catabolicos celulares y las
respuestas celulares al estrés (Figura 16). En el GO correspondiente a Componentes
celulares se encontraron regulados de forma representativa el sistema de

endomembranas, las membranas plasmaticas y las vesiculas citoplasmaticas (Figura 17).
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Score Distribution [Molecular Function]
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Figura 15. Distribucion en términos GO de los transcritos anotados (Blast2GO Software). Funcién molecular,
siendo los més representativos la actividad hidrolasa y la actividad de transporte transmembrana.
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Figura 16. Distribucion en términos GO de los transcritos anotados (Blast2GO Software). Procesos
biolégicos, siendo los mas representativos los procesos ciclicos celulares y los procesos celulares

relacionados con modificaciones de las proteinas.
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Score Distribution [Cellular Component]
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Figura 17. Distribucion en términos GO de los transcritos anotados (Blast2GO Software). Componentes
celulares, siendo los mas representativos el sistema de endomembranas, la membrana plasmaética, la vesicula

citoplasmética, los cromosomas y las membranas de organelos.

Analisis de la expresidon diferencial de genes

Los resultados de la Expresion Diferencial (ED) de genes de una condicién respecto a
otra se pueden observar en la Figura 19. El nUmero de genes ED (FDR < 0.05) fue 809.
Se encontraron regulados positivamente con un logFC>2, 373 transcritos y se encontraron
regulados negativamente con un logFC<-2, 436 genes (Figura 18. Resumen de los
resultados de ED). Se filtraron los transcritos con bajo nimero de conteos (cpm < 2) en al
menos tres réplicas, para aumentar la fortaleza estadistica de la prediccién de genes ED
(57). La eliminacién de estos transcritos permiti6 homogenizar los niveles de lecturas por
transcrito en las muestras, reduciendo la variabilidad asociada al conteo, lo que previene
la aparicién de falsos positivos. La eliminaciéon de estos transcritos no afecta los genes
identificados como ED por los métodos utilizados posteriormente. Se generaron diferentes
graficos estadisticos para una vision global de los resultados. El grafico MDS Plot, generé
una grafica de dispersion binomial, en la cual las distancias representan los tipicos
cambios del logFC entre las muestras (Figura 20). El Volcano Plot representé una
dispersion construida por puntos que representan el logaritmo negativo del ajuste de p-
values (FDR), sobre el eje de las y, versus el logFC del eje de las x (Figura 21). El grafico
MA Plot representé un smear de puntos que muestra el logFC del eje de las y versus el

promedio del logaritmo de CPM en el eje de las x (Figura 22). El heatmap es una
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representacion visual de dos dimensiones de los datos, en el cual los valores numéricos
de los puntos se representaron por un rango de colores (Figura 23), el dendograma
afadido a la izquierda y encima es producido por agrupamiento tomando como entrada de
distancia Euclidiana, calculada entre genes (izquierda) y muestras (encima). Las primeras
barras contienen el disefio experimental de los datos que muestran la asociacién entre
muestras y covariables experimentales. Ademas, se representan los 50 genes principales

ED (clasificados por FDR), todos los genes expresados diferencialmente.
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Pairwise Differential Expression Results
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Figural8. En esta figura se puede observar un sumario de los resultados finales de la ED.
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Figura 19. En la figura se observa el resumen de los resultados, donde se muestra el nimero total de

isoformas 41 761, nimero de isoformas conservadas (cuando pasan el proceso de filtrado), 21 070, genes

diferencialmente expresados 809, genes regulados positivamente 373, genes regulados negativamente 436.
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Figura 20. En MDS Plot, se puede observar la dispersién binomial que representa las distancias que

representan los tipicos cambios del logFC entre las muestras.
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Figura 21. En Volcano Plot la dispersion del logaritmo negativo del ajuste de p-values (FDR), sobre el eje de

las y, versus el logFC del eje de las x, los genes regulados positivamente y los genes regulados

negativamente se muestran en verde y rojo, respectivamente.
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MA plot [isoform_level_results]
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Figura 22. En MA Plot el smear de puntos muestra el logFC del eje de las y versus el promedio del logaritmo
de CPM en el eje de las x. Genes ED se observan de color rojo.

Figura 23. El heatmap muestra una representacion visual de dos dimensiones de los datos, en el cual los
valores numéricos de los puntos se representan por un rango de colores, el dendograma afiadido a la
izquierda y encima es producido por un método de agrupamiento jerarquico que toma como entrada de
distancia Euclidiana, calculada entre genes (izquierda) y muestras (encima). Las primeras barras contienen el
disefio experimental de los datos que muestran la asociacién entre muestras y covariables experimentales.
Los genes regulados positivamente y los genes regulados negativamente se observan de color verde y rojo,
respectivamente.
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Enriquecimiento de términos GO y vias metabdlicas

En el enriguecimiento de términos GO para el conjunto de genes ED en presencia de
NaCl y MgCl, se observa que con respecto a los componentes celulares se ven
favorecidos los complejos de oxidacion NADPH (Figura 25). Mientras que en el nivel de
funciébn molecular los principales procesos biolégicos regulados son: actividad
oxidorreductasa, acidos monocarboxilicos, unién de ion hierro, entre otros (Figura 26).
Ademas, los principales procesos biolégicos regulados son: el catabolismo de la L-
fenilalanina, procesos catabdlicos de la tirosina, procesos catabdlicos de aminodcidos
celulares, procesos metabdlicos de acidos monocarboxilicos, procesos catabdlicos de
acidos organicos, procesos catabolicos de la regulacién negativa del glucégeno, procesos

de oxidacion/reduccién, procesos metabdlicos de las hexosas, entre otros.

Se observa en el gréfico de NES vs Significance Chart, de valores-p versus puntuaciones
de enriguecimiento normalizadas, donde se encontraron los conjuntos de genes

enriquecidos significativos (Figura 24).

NES vs Significance
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Figura 24. NES vs Significance Chart, se observa un grafico de valores-p versus puntuaciones de

enriquecimiento normalizadas.

60



G0:0005575

cellular_component

isa

cellular anatomical

GO0:0110165

entity

T T

isa

isa

G0:0016020
membrane

G0:0071944
cell periphery

'\‘

part of isa

G0:0031224
intrinsic component
of membrane

\

G0:0005886
plasma membrane

G0:0032991
protein-containing complex

part of isa

G0:0098796
membrane protein
complex

isa

GO:19
catalytic

02494
complex

-

isa

) 1

isa part of

AN |

G0:0016021
integral component
of membrane

GO0:0031226
intrinsic component
of plasma membrane

-

Figura 25. Enriquecimiento de términos GO en el conjunto de genes ED en presencia de 2 M de MgCl.. Se

muestran los términos GO enriquecidos a nivel de componentes celulares, con un valor de p<0.1 del método

1

isa

1

part of

.

isa

G0:0098797
plasma membrane
protein complex

.

isa

GO:19

90204

oxidoreductase complex

EN

r

GO0:0005887
integral component
of plasma membrane

1

part of

computacional GSEA en el software Omicsbox. Rojo: Genes ED (regulados positivamente).



s

G0:0003824
catalytic activity

GO:0016491
oxidoreductase activity

GO:0016701

e e
ey

molecular oxygen GO:0016651
P-Value: 4.4E-5 G0:0051213 oxidoreductase activity, GO:0004497
FDR: 2.8E-2 dioxygenase activity acting on NAD(PJH moncoxygenase activity

! i i

GO:0050664
oxidoreductase activity,
acting on NAD(P)H, oxygen
as acceptor

1

T
\

GO:0016705
oxidoreductase activity, acting
on paired donors, with
incorporation or reduction of
molecular oxygen

T

G0:0016712
oxidoreductase activity, acting on
paired donors, with incorporation

or reduction of molecular
oxygen, reduced flavin or
flavoprotein as one donor, and
incorporation of one atom of oxygen

GO0:0005488
binding

|

T

GO:0070330
aromatase activity
P-Value: 9.4E-5
FDR: 4.7E-2

G0:0046914
transition metal ion
binding

T

G0:0005506
iron ion binding
P-Value: 4.7E-5

FDR: 2.8E-2

GO:0036094
GO:0043167 small molecule
ion binding binding
G0:0043169 G0:0043168 GO:0043177
cation binding anion binding organic acid binding
sa isa
GO:0046872 GO:0031406
metal ion binding carboxylic acid binding

Figura 26. Enriquecimiento de términos GO en el conjunto de genes ED en presencia de 2 M de MgClz. Se

muestran los términos GO enriquecidos a nivel de funcién molecular, con un valor de p<0.1 del método

computacional GSEA en el software Omicsbox. Rojo: Genes ED (regulados positivamente).

Transcriptos relacionados con estrés oxidativo

Debido al metabolismo molecular del oxigeno como aceptor final de la cadena de

transporte electronico, todos los organismos aerobicos estan expuestos a intermediarios
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de los reactivos del oxigeno. Cuando los intermediarios de las ROS se encuentran en
concentraciones bajas actian como mensajeros secundarios. Mientras que a elevadas
concentraciones pueden ocasionar dafio a macromoléculas biol6gicas como ADN, lipidos
y proteinas. Sin embargo, existen varios mecanismos capaces de desintoxicar
eficientemente los intermediarios de las ROS (69). El estrés oxidativo es uno de los
factores limitantes del crecimiento de H. werneckii en ambientes con altas
concentraciones de sales. Son muy escasos los estudios en hongos tolerantes a altas
concentraciones de sal relacionados con la respuesta al estrés oxidativo (70). En la
presente investigacibn en A. sydowii en la condicion crecida en 2 M de MgCl,, se
encontraron diferencialmente expresados transcritos involucrados en la respuesta al
estrés oxidativo. Estuvo regulado positivamente el gen Catalasa HPII (katE), con un
logFC= 3.21, el cual tiene la funcién de convertir el H,O, en H,O y O, para proteger a la
célula de los efectos toxicos del H.O,. Un estudio relacionado con el papel que juegan las
catalasas del micelio y conidios en la patogenicidad de Aspergillus fumigatus, plantean la
expresion de tres catalasas en los conidios y dos en el micelio, las cuales estan
codificadas por tres estructuras génicas separadas, CATA, CAR1 y CAT2 (71). En A.
fumigatus se caracterizd una superéxido dimutasa extracelular (72) que podria jugar un
papel esencial en la proteccion frente a ROS (71), (73). Es conocido que en levaduras los
genes tripéptido glutatién y pequefia proteina tiorredoxin son redundantes en la proteccion
celular cuando la célula se expone a concentraciones elevadas de superéxido, H,O; y
radicales hidroxilo (70). En el caso del gen Tiorredoxin (Trx), se regul6é positivamente con
un logFC=7.32. Este gen codifica para una de las dos enzimas que forman el sistema
redox del sistema de tiorredoxinas. Dentro de las funciones fisiolégicas asignadas para la
enzima a la cual codifica el gen Trx se incluye la reducciéon de la proteina disulfuro, la
asimilacién de azufre, la desintoxicacion de ROS, la reparacién de proteinas y la
regulacién de enzimas y factores de transcripcion. Existen reportes de la relacion de Trx
en la apoptosis, las actividades cocytokine-, chemokine- y la actividad de estimulacién del
crecimiento (69). El gen aconitasa (aco) estuvo regulado positivamente con un
logFC=11.6. Las aconitasas son proteinas de hierro azufre que catalizan la isomerizacion
reversible de citrato e isocitrato por la via cis-aconitasa. Las aconitasas mitocondriales
son parte del ciclo del acido citrico y en el citosol actian como factores trans regulatorios
gue controlan la homeostasis del hierro a nivel postranscripcional. Ambas isoformas, la
mitocondrial y la citosélica contienen un grupo prostético (4Fe-4S) en el cual el hierro no

esta ligado a un residuo de la proteina y puede unirse a un grupo hidroxilo del sustrato o
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del agua (74). También estuvieron diferencialmente expresados tres transcriptos del gen
citocromo P450 (cyp) que codifican para una enzima que forma parte de un diverso grupo
de hemo monooxigenasas que tienen un papel importante en el metabolismo. Estas
enzimas contribuyen al balance redox ya que tienen una funcién importante en los
procesos celulares, incluidos funciones inmunes y de sefalizacién celular (75). El
transcripto que corresponde al gen Succinato-CoA ligasa (scot) estuvo regulado
positivamente, con un logFC=2.59. Estos resultados sugieren que el estrés provocado por
el crecimiento de A. sydowii en 2 M de MgCl, provocé un estrés oxidativo. Por lo tanto,
este hongo haldfilo regula la expresion transcripcional de diferentes genes implicados en
el manejo de la defensa del estrés oxidativo. Lo que revela que la reprogramacion
transcripcional que se produjo ante la exposicion de A. sydowii a 2 M de MgCl, podria
haber ayudado a superar el desequilibrio entre los niveles celulares de oxidantes (ROS) y
antioxidantes, para de este modo haber evitado la muerte celular.

Transcriptos relacionados con dafios en el genoma

A pesar del efecto estabilizador que tienen los iones de Mg?* sobre la doble cadena de
ADN, la estructura secundaria del ARN y sobre el heteroduplex ADN-ARN en un genoma
estable en alto contenido de GC, como ocurre en la mayoria de los miembros de
Haloquadratum, este efecto puede resultar en la rigidez del ADN, lo cual puede interferir
con procesos esenciales como la replicacion del ADN vy la transcripcion (28). Es por esta
razon que se considera téxico debido a que provoca induccién de dafios en el genoma.
Este efecto es contrarrestado por mecanismos de reparacion e integridad del genoma
algunos de los cuales se observaron en las muestras crecidas en 2 M de MgCl,. Por
ejemplo, estuvieron regulados positivamente genes involucrados en la estructura de la
cromatina en células eucariontes como la Histona 4 (hh4), la Acetiltransferasa de Histona
GCNS5, la Ubiquitina conjugada E2 2 (RAD6) y la Proteina homologa AF-9 (YAF9).
Ademas, en esta condicion también se regul6 positivamente el gen ADN tirosil
fosfodiesterasa (tdp) que codifica para una enzima de reparacion del ADN. Estuvo
regulado positivamente el gen ADN liasa (sitio apurinico o apirimidinico) (epexl1) el cual
esté involucrado en la via de reparacion de la escision de bases del ADN provocado por
lesiones de ADN inducidas por agentes oxidativos y alquilantes. Estuvo regulado
positivamente el gen que codifica para Exoribonucleasa (EXO1), involucrado en la
reparacion de discordancia y también en la recombinacién mitética entre repeticiones

directas. También tiene un papel menor en la correccién de grandes desajustes de ADN
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que se producen en el ADN heteroduplex durante la recombinacién mei6tica. Por otro
lado, también estuvieron regulados positivamente genes que codifican para factores de
transcripcibn como: factor de transcripcion de dominio de dedo (nscR), factor de
transcripciébn de cluster de éacido fuséarico (FUB12), factor de transcripcion nuclear Y
subunidad alfa isoforma X1 (NFYA) y factor de transcripcion Sp8 (Sp8). Con relacion a
esto, se realiz6 un estudio a nivel transcriptémico en A. sydowii, crecido en presencia de
HPAs. Los HPAs son compuestos téxicos, carcinogénicos y mutagénicos y en este
estudio se encontraron regulados positivamente genes tales como: ADN tirosil
fosfodiesterasa (tdp), Histona 4 (hh4), entre otros. La expresion positiva de estos genes
es un indicativo del dafio que provocan los HPAs en el genoma de A. sydowii (36). En
nuestro estudio se encontraron genes similares lo que sugiere que el MgCl; a 2 M resulta
téxico para las células de A. sydowii por lo que ocurre una reprogramacion transcripcional

para contender con esta condicidén de estrés y reparar el dafio inducido al genoma.
Transcriptos relacionados con la sintesis de solutos compatibles

En A. sydowii, no se encontraron cambios significativos en la transcripcion de genes
involucrados en la sintesis de solutos compatibles. No obstante, se encontraron
diferencialmente expresados varios genes involucrados en la biosintesis y degradacion
del glicerol. Entre estos esta el gen Aerobico glicerol fosfato deshidrogenasa (glpD), con
un logFC=7.99. Este gen esta involucrado en la degradacion del glicerol por la via de
glicerol quinasa y participa en la conversiéon de glicerol-3-fosfato en dihidroxiacetona y se
encuentra en el citoplasma. También estuvieron regulados positivamente los genes ATP-
dependiente dihidroxiacetona kinasa (TKFC), con un logFC=12.37 y Aspartato
aminotransferasa citoplasmatica (GOT1), los cuales estan relacionados con los procesos
catabdlicos del metabolismo del glicerol y con los procesos de biosintesis de glicerol,
respectivamente. El glicerol se forma por la conversion de dihidroxiacetona fosfato a
glicerol-3-fosfato y es subsecuentemente desfosforilado de glicerol-3-fosfato a glicerol. La
primera reaccion es catalizada por la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPD). Existen
dos isogenes diferentes que codifican para GPD. La primera isoforma identificada se
induce bajo estrés osmético (76). El glicerol puede ser utilizado en la célula como una
fuente de carbono y sus niveles citosdlicos de sintesis y degradacion son un factor
importante para el mantenimiento del balance redox en la célula. Ademéas de estas
funciones mencionadas, el glicerol es utilizado para la sintesis de glicerofosfolipidos y

triacilglicéridos. También es utilizado para combatir el estrés oxidativo y térmico (64). La
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regulacion positiva de los genes expresados en el contexto del estrés analizado sugiere
que existe una degradacion del glicerol, por lo que la célula pudiera estar utilizando la
energia proveniente del catabolismo de esta molécula para el mantenimiento del balance
redox en la célula y/o para garantizar el funcionamiento de los trasportadores de la
membrana involucrados en la homeostasis de los iones. Los genes involucrados en la
biosintesis del glicerol sugieren que este poliol podria estar relacionado directamente con
la biosintesis de fosfolipidos involucrados en el reordenamiento de lipidos de la
membrana citoplasmatica y también puede estar contribuyendo con el mantenimiento de

la turgencia celular.

Con relacién al proceso de biosintesis de trehalosa se encontré diferencialmente
expresado el gen trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS1), con un logFC=4.58. La biosintesis
de trehalosa-6-fosfato consiste en dos pasos enzimaticos catalizados por la subunidad
oligomérica TPS, a partir de glucosa-6-fosfato y UDP-glucosa y trehalosa-6-fosfato
fosfatasa (77). En la levadura S. cerevisiae, existen al menos tres proteinas que participan
en este complejo, la trehalosa-6-fosfato sintasa, la trehalosa-6-fosfato fosfatasa y una
proteina regulatoria (78). La subunidad TPS1 participa en la regulacion del influjo de
glucosa dentro de la célula y en la regulacion del estrés térmico (77). La trehalosa (a-
glusido-1,2-glucosa) es un disacarido no reductor encontrado en diversos organismos
como bacterias, hongos, algas, plantas, invertebrados e insectos. En el caso de los
hongos, la trehalosa se acumula en el micelio durante la fase estacionaria y en los
conidios. Es rapidamente metabolizado una vez reanudado el crecimiento o se inicia la
germinacion. La trehalosa era considerada solamente una reserva de carbohidratos. Sin
embargo, ya es sabido que tiene una funcidn protectora frente a varios tipos de estrés
(78). En el caso de A. nidulans, la trehalosa se acumula en respuesta a un estrés
oxidativo, estrés por calor y durante la conidiacién, no siendo asi en el caso del estrés

osmdtico (21).

Los solutos compatibles son una estrategia ampliamente utilizada por los hongos para
contender contra el estrés osmaético (58), (1), (65), (10). Los resultados de este trabajo
sugieren que ocurre una reprogramacion transcripcional relacionada con la sintesis de
solutos compatibles para contender con esta condicion de estrés ya que se identificaron
genes diferencialmente expresados relacionados con la biosintesis y degradacion de la
trehalosa y el glicerol. Sin embargo, no se encontraron diferencialmente expresados

genes relacionados con la biosintesis de la manosa, el arabitol o el eritritol. Este resultado
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concuerda con los resultados descritos previamente en este trabajo donde se detectaron
la misma mezcla de solutos en A. sydowii en presencia de 2 M de MgCl; que en presencia
de 2 M de NaCl. Por lo tanto, los genes que codifican para la biosintesis de estos

compuestos pueden estarse expresando en ambas condiciones y no de forma diferencial.
Transcriptos relacionados con la pared celular

La pared celular de los hongos es una estructura compleja que consiste en polisacaridos
dispuestos de forma lineal y ramificada y presenta proteinas que le confieren una funcién
inmunomoduladora y evasiva para brindar proteccién al hongo. La estructura de la pared
celular es remodelada dinamicamente en dependencia de las condiciones ambientales a
las cuales el hongo se enfrenta, lo que resulta en cambios en su composicion (79). El
cambio transcripcional de genes asociados con la construccién y remodelado de la pared
celular de A. sydowii sugiere que esta estructura fue modificada bajo la presencia de 2 M
de MgCl,. El modelo actual de la composicion de la pared celular de Aspergillus describe
que la quitina es un polimero linear de B-1,4-N-acetil-glucosamina, que se encuentra
localizado cerca de la membrana celular con a(1-3)-glucanos cruzados formando una
capa hidrofobica rigida alrededor de B(1-3)-glucanos cruzados, convirtiendo esta region
rigida en una segunda capa de B-glucanos hidratados. Finalmente, la region ultraperiférica
de la pared celular estd compuesta por mannan, arabinan, a(1-3)-glucanos y proteinas
(21), (80). La cantidad de quitina presente en la pared celular es una funcion de su
sintesis y degradacion. Las quitinas sintasas (CHS) son una familia de proteinas que
polimerizan la UDP-N-acetil-glucosamina intracelular y excretan polimeros de quitina
hacia el espacio de la pared celular (21). En A. sydowii estuvo regulado positivamente el
transcripto del gen Endoquitinasa A (ctcA), logFC=2.28, el cual esta involucrado en la
degradacion de la quitina. También estuvo regulado positivamente el gen Chitotriosidasa-
1 (CHIT1), logFC=1.68, que entre otras funciones puede mediar la hidrélisis de la quitina.
En A. fumigatus, ocho genes que codifican para quitina sintasa fueron encontrados pero
su funcion biolégica especifica no esta totalmente clara, ya que al realizar la deleccion de
muchos de estos genes, no se observé un efecto sobre el crecimiento o sobre el
contenido de quitina de la pared celular (81). En el caso de A. sydowii al menos 11
diferentes transcriptos que codifican para ocho quitinasas sintasas fueron identificados,
bajo condiciones de estrés salino (21). La regulacion positiva de estos genes sugiere que
en el contexto del estrés evaluado podria ocurrir un decrecimiento en el contenido de

quitina de la pared celular.
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La familia de glucosiltransferasas (GEL family), son unas de las proteinas asociadas a la
pared celular mas estudiadas y se encuentra presente en la pared celular de una gran
cantidad de hongos. Su funcién consiste en cortar el recién sintetizado B(1,3)-glucano y
transferirlo a otra molécula de (1,3)-glucano, resultando en la elongacion y acortamiento
de las fibras de glucano. Las proteinas GEL también regulan el cruce de proteinas dentro
de la pared celular, permitiendo el correcto ensamblaje de las estructuras de la pared (82).
Estuvo regulado positivamente el transcripto del gen 1,3-beta glucanosil transferasa 1,3-
(geld), con un logFC=3.62. El gen gel4 esta involucrado en el reordenamiento de la pared
celular en hongos y es esencial en A. fumigatus (83). En A. fumigatus se identificaron
siete genes, pero solo gell, gel2 y geld se expresan durante el crecimiento micelial (81).
También estuvo regulado positivamente el transcripto del gen Glycosidasa (CRR1), que
es una glicosidasa especifica implicada en el ensamblaje de la pared celular de esporas
durante la esporulacién. De forma general bajo condiciones de estrés osmdético en A.
sydowii, el contenido de quitina es reducido, mientras que el contenido de B-glucanos es
incrementado en la pared celular. Estas modificaciones, generan la reduccion de la
elasticidad de la pared celular, permitiendo la resistencia a condiciones externas (21). Los
resultados de este trabajo sugieren que ocurre una reprogramacion transcripcional
relacionada con las modificaciones de la pared celular bajo condiciones de estrés
osmotico inducidas por 2 M de MgCl, ya que se identificaron regulados positivamente
genes involucrados con la disminucion del contenido de quitina e implicados en la
elongacion de los glucanos. Estos reordenamientos en la estructura de la pared celular
sugieren que puede estar ocurriendo una reduccién de la elasticidad y un engrosamiento
de la pared celular para de esta manera contender contra la alta presion osmética a la que

esta siendo sometida.
Transcriptos relacionados con el transporte celular

Algunos hongos hal6filos tienen un gran nimero de sistemas de transporte, para regular
la homeostasis a niveles de cationes alcalinos y mantener el flujo a través de la
membrana plasmatica para eliminar iones toxicos (21). La super familia de las proteinas
ATP-binding cassette (ABC) es una de las mayores familias de proteinas. Estas
transportan diversos tipos de sustratos, incluidos azucares, amino &cidos, antibiéticos,
lipidos, esteroles, péptidos, metabolitos enddgenos e iones (84). Algunos miembros de
esta gran familia transportan agentes citotoxicos a través de la membrana bioldgica,

resultando en la acumulacion de toxinas. Por lo tanto, juegan un papel en la proteccion
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celular frente a toxinas naturales. En A. nidulans la secrecién de metabolitos secundarios
endogenos, toxinas naturales exégenas y xenobibticos, estd mediada por transportadores
ABC (85). En los hongos A. sydowii, A. versicolor, A. nidulans, A. niger y A. fumigatus,
han sido identificados genes que codifican para transportadores ABC (21). En este
estudio estuvieron regulados positivamente transcriptos que codifican para genes de
transportadores ABC, como ABC transportador multifarmico B (abcB) logFC=11.9 y ABC
transportador multifarmico MDR (MDR1), logFC=10.43. La contribucion de los
transportadores ABC en el manejo de la halotolerancia de hongos filamentosos no se
conoce claramente. Sin embargo la existencia de un gran nimero de genes que codifican
para estos transportadores en el genoma de haléfilos como Aspergillus versicolor y de A.
sydowii (21) puede sugerirnos que estan involucrados en el transporte de ciertos

aminod&cidos bajo condiciones de estrés osmatico.

Existe la hipétesis en A. fumigatus, de que genes especificos podrian codificar para
factores de virulencia en este hongo. Uno de estos genes es AFUA_7G05060, que tiene
gran interés ya que es homologo del factor de virulencia bacteriano MgtC, implicado en el
transporte de magnesio. Esta homologia con el MgtC bacterial es Unica en el Reino
Fungico, ya que ningun otro homdlogo MGTC fue identificado por una busqueda en
BLAST con otras especies eucariotas 0 en especies de Aspergillus (con la excepcién de
Neosartorya fischeri, que es el taxon mas cercano a A. fumigatus) (81). En A. sydowii
estuvieron regulados positivamente transcriptos relacionados directamente con el
transporte de magnesio como: UPF0619 GPl-anchored membrane protein
AFUA 3G00880 (AFUA 3G00880), IlogFC=6.36 'y Uncharacterized protein
AFUA 6G02800 (AFUA 6G02800) logFC=2.42. La regulacién positiva de estos genes
indica que en este hongo esta ocurriendo un transporte activo de iones Mg?, lo que
puede sugerir la existencia de un mecanismo de transporte que le permita expulsar este

ion para regular su concentracion intracelular.

También estuvieron regulados positivamente varios transcriptos de genes relacionados
con el transporte de la membrana como genes que codifican para transportadores
dependientes de sodio como: Transportador de nucleésidos 1 (CNT1), Na*/nucleésido
cotransporte 1 (Slc28a2) y el transcripto Zinc transporte 3 (Slc30a3), involucrado en la
acumulacioén de zinc. H. werneckii es capaz de crecer en las mayores concentraciones de
sal, en medios saturados de cosmotrépicos (5 M de NaCl, 4.5 M de KCI, 3 M de MgS0O.) y
las mayores concentraciones de caotrépicos (2.1 M de MgCl,, 1.7 M de CaCIl2 y 4 M de
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NaBr). Esta capacidad excepcional podria estar relacionada con la redundancia de los
transportadores de membrana plasmatica Na* y K* codificados en su genoma duplicado
(2). La regulacion positiva del transporte de estos iones sugiere que en la célula bajo el
estrés osmotico evaluado se esta invirtiendo energia en el transporte i6nico de Na*y Zn lo
cual pudiera estar favoreciendo los procesos celulares que le permitan manejar el estrés y

pudieran contribuir a la defensa de la célula en estas condiciones.
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4. Conclusiones

Al comparar los perfiles transcriptomicos de A. sydowii crecido en presencia de 2 M de
MgCl, y de 2 M de NaCl se pudo ganar en claridad sobre los mecanismos de respuesta
gue le permiten a esta especie sobrevivir en estas condiciones hostiles, sin embargo,
dado que es un tema poco estudiado es necesario profundizar ain més en estos.
Mediante la evaluacion a partir de biomarcadores de estrés oxidativos se determind la
respuesta antioxidante de A. sydowii expuesto a NaCl y MgCl,. Estos resultados
sugirieron que el crecimiento en presencia de MgCl; induce un estrés oxidativo mayor en
relacién con la presencia de NacCl lo cual se correlaciona con la naturaleza caotrépica del
ion Mg?" y con sus efectos toxicos sobre la célula. En esta especie la respuesta de
defensa antioxidante estd dada por la accién de las enzimas catalasa y GPX que estan
involucradas en la respuesta del mantenimiento de la homeostasis redox a nivel celular.
En A. sydowii una de las respuestas celulares que favorecen el mantenimiento del
equilibrio osmoético en medios hipersalinos es la presencia de una mezcla de compuestos
osmdéticamente activos como manitol, arabitol, trehalosa, eritritol y glicerol, en igual
extensidn en cuanto a la mezcla de solutos detectados en el crecimiento en presencia de
NaCl y MgCl,. Existen diferencias en las concentraciones de estos solutos en el tiempo.
Sin embargo, se puede concluir que tanto en presencia de MgCl, como en presencia de
NaCl una de las formas de manejar el estrés osmaético provocado por estas sales es
mediante la estrategia de los solutos compatibles. Este resultado es consistente con la
hipotesis de que los solutos compatibles son agentes protectores frente a diferentes
formas de estrés osmoético. Este mecanismo de respuesta es compartido con todos los
hongos filamentosos xerdfilos/haléfilos que han sido estudiados en condiciones de estrés
osmdtico. A nivel transcripcional se identificaron en A. sydowii EXF-12860, 376 transcritos
regulados positivamente y 436 regulados negativamente (logFC >1; FDR < 0.05). Cuando
las células de A. sydowii crecen en presencia de 2 M de MgCI2 ocurre la transcripcion
diferencial de genes relacionados con la respuesta al estrés oxidativo y al dafio en el
genoma, por lo tanto, esta condicion es altamente estresante. También existen genes
regulados positivamente relacionados con la biosintesis y el catabolismo del glicerol y de
la trehalosa por lo tanto a nivel transcripcional se ve favorecida de forma diferencial la
biosintesis de estos solutos. También esta ocurriendo una reprogramacion transcripcional
relacionada con mecanismos moleculares involucrados en las modificaciones de la pared

celular por lo que pudiera conducir a una reduccion de la elasticidad y a un engrosamiento
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de la pared celular para de esta manera contender contra la alta presion osmotica a la que
esta siendo sometida la célula. A la vez gque intenta mantener activo el transporte idnico
mediante la regulacion positiva de genes que codifican para trasportadores de la
membrana con lo cual se ve favorecido el mecanismo de homeostasis de los iones. Por lo
tanto, en presencia de 2 M de MgClI; existe un estrés osmotico y un estrés oxidativo y las
células responden a través de los mecanismos de respuesta generales descritos para
contender ante un estrés osmético en hongos filamentosos haldfilos/xeréfilos. ElI hongo

filamentoso halofilo A. sydowii fue un buen modelo para este estudio.
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