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RESUMEN

El hongo ascomiceto haldfilo Aspergillus sydowii EXF-12860 fue el modelo seleccionado en este
estudio dada su capacidad de degradar hidrocarburos policiclicos arométicos (HPAS) y otros
compuestos xenobidticos en condiciones hipersalinas. De igual manera, se comprobd su
capacidad de crecimiento en los menores valores de actividad de agua (aw) que sustentan la
vida (aw = 0.75). En nuestro estudio se llevo a cabo la biorremediacién de HPAs de un medio
hipersalino (1M NaCl) empleando al hongo A. sydowii, el cual fue capaz de metabolizar estos
compuestos como Unica fuente de carbono luego de 10 dias. Se estudiaron los mecanismos
metabdlicos de degradacién de los HPAs analizando el transcriptoma de A. sydowii y se
encontraron genes relacionados con la remodelacién de la pared celular, la degradacion y el
metabolismo de los xenobidticos y la respuesta al estrés. Se realizaron estudios bioquimicos y
toxicolégicos en diferentes organismos modelo (Physcomitrella patens, lineas celulares
humanas y el pez cebra) donde la presencia de A. sydowii disminuyé la toxicidad del medio
contaminado con HPAs.

En un segundo estudio se realizé un andlisis comparativo de las adaptaciones moleculares,
fisiolégicas y morfolégicas de A. sydowii ante condiciones de baja aw (0.75) impuesta por los
kosmotropos NaCl, KCI y Sorbitol. El andlisis transcriptomico revelé que A. sydowii desarrolla
adaptaciones que le permiten mantener el equilibrio osmético y evitar el dafio oxidativo a alta
salinidad. La reorganizacion de la pared celular, el transporte de cationes a través de la
membranay la sintesis de glicerol fueron los principales procesos regulados. A nivel morfologico
se vio afectado el crecimiento de este hongo en presencia de NaCl (aw = 0,75). A nivel
metabdlico la degradacion de diversos sustratos organicos, fuentes de fosforo, azufre y

nitrogeno también se vio afectada en presencia de sales (NaCl y KCI) versus solutos organicos



(Sorbitol) y la condicién 6ptima de crecimiento. Desde nuestra perspectiva, este es el trabajo
méas completo sobre el potencial de A. sydowii como herramienta en enfoques de

biorremediacion y de adaptacion a condiciones extremas de baja aw impuesta por varios solutos.

ABSTRACT

The halophilic ascomycete fungus Aspergillus sydowii EXF-12860 was the model selected in
this study due to its ability to degrade polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) and other
xenobiotic compounds under hypersaline conditions. Similarly, its growth capacity was verified
in the lowest values of water activity (aw) that support life (aw = 0.75). In our study, the
bioremediation of PAHs from a hypersaline medium (1M NaCl) was carried out using the fungus
A. sydowii, which was able to metabolize these compounds as the only carbon source after 10
days. The metabolic mechanisms of PAHs degradation were studied by analyzing the
transcriptome of A. sydowii and genes related to cell wall remodeling, degradation and
metabolism of xenobiotics and the response to stress were found. Biochemical and toxicological
studies were carried out in different model organisms (Physcomitrella patens, human cell lines
and zebrafish) where the presence of A. sydowii decreased the toxicity of the medium
contaminated with PAHs.

In a second study, a comparative analysis of the molecular, physiological and morphological
adaptations of A. sydowii under low aw conditions imposed by the cosmotrophs NaCl, KCI and
Sorbitol was carried out. Transcriptomic analysis revealed that A. sydowii develops adaptations
that allow it to maintain osmotic balance and avoid oxidative damage at high salinity. Cell wall
reorganization, cation transport across the membrane, and glycerol synthesis were the main
regulated processes. At the morphological level, the growth of this fungus was affected in the

presence of NaCl (aw = 0.75). At the metabolic level, the degradation of various organic
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substrates, sources of phosphorus, sulfur and nitrogen was also affected in the presence of salts
(NaCl and KCI) versus organic solutes (Sorbitol) and the optimal growth condition. From our
perspective, this is the most complete work on the potential of A. sydowii as a tool in
bioremediation and adaptation approaches to extreme conditions of low aw imposed by various

solutes.



INTRODUCCION GENERAL

Estudios previos realizados por nuestro equipo de trabajo en la busqueda de microorganismos
modelo capaces de crecer en condiciones extremas y degradar compuestos recalcitrantes,
permitieron el aislamiento del hongo ascomiceto haléfilo Aspergillus sydowii EXF-12860. Este
hongo se obtuvo a partir de la fermentacion de un lote de bagazo de cafia de azucar en medio
minimo suplementado con 2.0 M de NaCl (Batista-Garcia, et al., 2014), ademé&s cuenta con
actividad ligninolitica (Batista-Garcia, et al., 2014) y la capacidad de degradar hidrocarburos
policiclicos aromaticos (HPAs) y otros compuestos xenobiéticos en condiciones hipersalinas
(Batista-Garcia, et al., 2017) (Gonzalez-Abradelo, et al., 2019). De igual manera, se comprobo
recientemente su capacidad de crecimiento en los menores valores de actividad de agua (aw)
gue sustentan la vida (aw = 0.75) (Jiménez-Gomez, et al., 2020).

Los organismos que toleran condiciones de baja aw se denominan xerotolerantes, mientras que
aquellos que requieren estrictamente de estas condiciones para su crecimiento 6ptimo, se
denominan xerofilos. Existen, por otra parte, microorganismos capaces de crecer en
ecosistemas hipersalinos desarrollando mecanismos de adaptacion a altos niveles de iones.
Tales microorganismos se denominan haléfilos o halotolerantes en lugar de
xerofilos/xerotolerantes (Gunde-Cimerman, Ramos, & Plemenitas, 2009).

Los grupos microbianos xerdfilos y haldfilos estudiados estdn dominados por Archeas y
Eubacterias, con muy pocos ejemplos de microorganismos eucariontes (Grant, 2004). Sin
embargo, dentro de estos ultimos, sobresalen los hongos como modelos para el estudio de los
mecanismos de adaptacion a condiciones de baja aw. En estas condiciones, los
microorganismos intentan prevenir la pérdida de agua de las células acumulando solutos

compatibles, tales como iones, aminoacidos o polioles, los cuales contrabalancean la alta
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osmolaridad extracelular. Los hongos generalmente acumulan polioles, tales como glicerol,
eritritol, arabitol o manitol, los que pueden también ser secretados al medio extracelular
(Witteveen & Visser, 1995).

En hongos filamentosos, los solutos compatibles han sido escasamente estudiados, por lo que
la regulacion de los genes involucrados en la biosintesis de estos solutos no se conoce
claramente. Estos hongos, en particular del género Aspergillus, son modelos especialmente
atractivos 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- 0.9), y aun asi
presentan una gran diversidad metabdlica que les permite crecer en diferentes sustratos (Grant,
2004).

Por estos motivos es que A. sydowii surge como modelo para el andlisis de los mecanismos
moleculares vy fisiol6gicos que caracterizan las adaptaciones a condiciones de baja aw en los
ascomicetos.

El uso indiscriminado de combustibles fosiles, los derrames de petroleo, entre otras causas
relacionadas, son los factores principales que han contribuido a lo largo del tiempo a la
persistencia de contaminantes xenobi6ticos en el ambiente. Ejemplo de este tipo de
compuestos son los HPAS, caracterizados por ser toxicos, carcinogénicos y mutagénicos debido
a la estabilidad de su estructura aromatica. En este sentido se han implementado varias
estrategias ambientales con el objetivo de remover este tipo de compuestos, entre las que se
encuentra la biorremediacion. El empleo de hongos filamentosos en este campo ha probado
tener ciertas ventajas sobre el uso de bacterias, debido a la alta penetracion del suelo mediante
el micelio y la colonizacion rapida de diferentes sustratos. Sin embargo, muy pocos estudios se

enfocan en los mecanismos moleculares que permiten a los hongos utilizar los HPAs como
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Unica fuente de carbono en condiciones de halofilia; donde se esperaria produzcan enzimas
funcionalmente estables para degradarlos en condiciones de hipersalinidad (1M NacCl), por lo
que profundizar en el conocimiento de estos mecanismos permitiria la identificacion de
bioproductos (ej. proteinas, biotensoactivos) con potenciales aplicaciones en el tratamiento de
aguas residuales industriales. Por este motivo, en nuestro estudio se llevdo a cabo la
biorremediacion de HPAs de un medio hipersalino (1M NaCl) empleando al hongo A. sydowii.

Actualmente existen pocos estudios transcriptomicos en hongos en presencia de HPAs, y tales
estudios estan asociados generalmente a los genomas anotados disponibles, tal es el caso del
desarrollo de microarreglos empleando el basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium (Chigu,
Hirosue, Nakamura, & H, 2010). En el caso del género Ascomycota, la mayoria de los estudios
se han enfocado en la patogénesis y las enzimas de interés industrial, mientras que los estudios
transcripcionales relacionados con la conversion de HPAs son escasos. Esta situacion apunta
a la necesidad de estudios adicionales empleando métodos transcriptomicos. Sin embargo, se
han reportado algunos casos de regulacion positiva de genes en especies fungicas adaptadas
a este tipo de compuestos, tal es el caso de los hongos Neosartorya fischeri (Hernandez-Lopez,
Ramirez-Puebla, & Vazquez-Duhalt, 2015) y Exophiala pisciphila (Morel, Meux, Mathieu, &
Thuillier, 2013). Por esta razén se decidio estudiar los mecanismos metabolicos de degradacion
de los HPAs analizando el transcriptoma de A. sydowii EXF-12860 crecido en glucosa (control)

y HPAs como unica fuente de carbono.
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CAPITULO 1. Analisis transcriptomico de la degradacion de HPAs por el

hongo halofilo Aspergillus sydowii en condiciones hipersalinas

INTRODUCCION

Hidrocarburos policiclicos arométicos (HPAS)

Los HPAs son compuestos organicos constituidos por 2 o mas anillos de benceno fusionados
(Figura 1) (Haritash & Kaushik, 2009). Se presentan en el ambiente en forma de solidos
incoloros, blancos o amarillos pélidos con baja solubilidad en agua, puntos de fusién y de
ebullicién elevados y bajas presiones de vapor. Al aumentar su peso molecular, su solubilidad
en agua disminuye, sus puntos de fusion y ebullicion aumentan y sus presiones de vapor
disminuyen (Clar, 1964) (Patnaik, 1999).

o0 G-0 OO0

Naphthalene Fluorene Anthracene
O .O o
@n®) Q0
Phenanthrene Fluoranthene Benzo(a)anthracene
Pyrene Benzo(a)Pyrene Benzo(b)fluoranthene

O
0ee
@

Dibenz(a,c)anthracene  Benzo(g,h,i)perylene Coronene
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Figura 1. Estructuras quimicas de algunos de los HPAs mas comunmente estudiados (Haritash-A et al. 2009).

Los HPAs se generan a partir de fuentes naturales digase incendios forestales y erupciones
volcénicas, o a partir de fuentes antropogénicas como la quema de combustibles fésiles,
madera, basura, la incineracion de residuos solidos municipales y los derrames de petroleo.
(Figura 2) (Hussein-A et al. 2016).

PAH Sources
|

|
Natural I Anthropogenic

Natural Petroleum Petroleum Spills

Vegetative Decay Pesticide Formulations
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§ D GED G GED GED IR IR 6B GED GED G5 GB =S - . 0. R0 0 0 S e -—ﬁ
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Lo o —— ———————————
Incomplete ]
Combustion

Figura 2. Fuentes naturales y antropogénicas de HPAs (Hussein-A et al. 2016).

Toxicidad de los HPAs

Los HPAs se consideran contaminantes ubicuos toxicos, mutagénicos y cancerigenos ((IARC),
1983). Este tipo de compuestos no se degradan facilmente en condiciones naturales, ya que su
persistencia en el entorno aumenta con el aumento de su peso molecular. Existen varios
mecanismos responsables de la remocion de HPAs entre los que se encuentran la volatilizacion,
fotooxidacién, oxidacién quimica, adsorcion por particulas del suelo, y degradacién fungica y

microbiana (Figura 3) (Cerniglia, 1992).
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Figura 3. Mecanismos responsables de la remocién de HPAs en el entorno (Cerniglia-E et al. 1992).

La contaminacion atmosférica es la via principal de exposicion del hombre a los HPAs, de
conjunto con la ingesta de alimentos contaminados con estos compuestos (Figura 4) (Haritash
& Kaushik, 2009). Es importante sefalar que los HPAs afectan la salud humana de diversas
formas: causan un desequilibrio en el sistema nervioso central y el sistema inmune, afectan
organos como higado, rifiones, pulmones, y algunos pueden causar irritacion en la piel y las
mucosas (Haritash & Kaushik, 2009), (Abdel-Shafy & Mansour, 2015), (Esra, 2016).
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Figura 4. Dispersiéon de HPAs a través del aire y ambientes terrestres y acuéticos (Haritash-A et al. 2012).

Su actividad genotoxica es evidente, una vez que este tipo de compuestos se biotransforman
en intermediarios capaces de enlazarse covalentemente al ADN, provocando la ruptura de
ambas cadenas (Abdel-Shafy & Mansour, 2015). Su oxidacién da lugar a compuestos conocidos
como epodxidos, intermediarios que son transformados rapidamente en carbocationes, que
actian como buenos agentes alquilantes provocando la mutagénesis del ADN (Esra, 2016).
Ejemplo de ello es la conversion del benzo(a)pireno en benzo-pireno-diol epéxido (BPDE)
mediante las enzimas del citocromo p450 y la epdxido hidrolasa. EI BPDE forma aductos que
al unirse covalentemente al ADN alteran la estructura de la doble hélice impidiendo la
replicacion. Por su parte, el fenantreno, inhibe la comunicacion celular y la respiracion
mitocondrial (Abdel-Shafy & Mansour, 2015).

Muchos HPAs carecen de propiedades genotoxicas, sin embargo, la metilacién de estos
compuestos los convierte en metabolitos toxicos. Las células cuentan con mecanismos de
desintoxicaciéon como la accion de los citocromos p450, proteinas que tienen la capacidad de
agregar atomos de oxigeno a los anillos de los HPAs, formando moléculas mas solubles en
agua, que posteriormente son excretadas. Sin embargo, algunos intermediarios de esta

oxidacion resultan muy toxicos (como es el caso de las quinonas) y causan dafios irreparables
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a las células antes de ser removidos (Esra, 2016).

El hombre no es el tnico afectado por la presencia de los HPAs en el entorno, muchas especies
de plantas, microorganismos y aves, por solo citar algunos, son también victimas de la
contaminacion con HPAs. En el caso de las bacterias, estos compuestos tienden a alojarse en
las cadenas acilo de los fosfolipidos de la membrana plasmatica, afectando sus funciones de
conservacion de energia, ocasionando cambios en su fluidez y en la conformacion de diversas
proteinas (Heipieper & Martinez, 2010). En el caso de las plantas, la presencia de HPAs
producto de derrames de petroleo, puede afectar el intercambio de gases con la
atmésfera,provocando una disminucion en el crecimiento e incluso la asfixia y muerte de la
planta (Smitha, Flowersb, Duncanb, & Alderb, 2006) (Lia, Zenga, Yanga, Zhouc, & Zana, 2014).
Un evento muy comun es la intoxicacién aguda de las aves migratorias producto de la presencia
de HPAs, ya que el esfuerzo que representan los vuelos prolongados moviliza las reservas de
lipidos y ocasiona la liberacion al torrente sanguineo de los residuos de HPAs almacenados en
forma de goticulas de grasa presentes en el tejido adiposo de las aves (Peter, 2006).

Clasificaciéon de los HPAs

Existen dos clases representativas de HPAs, los de bajo peso molecular (2 o 3 anillos de
benceno fusionados), caracterizados por ser volatiles, solubles y mas susceptibles a ser
degradados que aquellos de alto peso molecular (4 o méas anillos de benceno fusionados), los
gue son absorbidos fuertemente por el suelo y los sedimentos y son mas resistentes a la
degradacion, debido su alto peso molecular e hidrofobicidad (Bisht, et al., 2015). El benzo [a]-
pireno (BaP), un HPA de alto peso molecular (5 anillos de benceno fusionados) (Cerniglia, Kelly,
Freeman, & Miller, 1986) (Schmidt, Christensen, & Johnsen, 2010), ha sido ampliamente
estudiado y es considerado recalcitrante, termodinamicamente estable y muy dificil de degradar
(Passarini, Rodrigues, da Silva, & Sette, 2011) (Launen, Pinto, Wiebe, Kiehlmann, & Moore,
1995). Su persistencia en el ambiente como contaminante organico es de gran preocupacion
desde el punto de vista ambiental, debido a su potencial carcinogenicidad ((NTP), 2002) y
bioacumulacion (McElroy, Farrington, & Teal, 1989). El fenantreno es uno de los hidrocarburos
mas ubicuos en el ambiente (Shimada, Oginuma, Hara, & Y, 2004) (Nizetto, et al., 2008),
clasificado por la US Enviromental Protection Agency (EPA) como un contaminante prioritario

gue representa mas del 49 % del total de HPAs en el ambiente, y es considerado junto con el
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fluoranteno y pireno, como los principales hidrocarburos que actian como contaminantes
atmosféricos (R., 2002) (Tang, Tang, Zhu, Zheng, & Miao, 2005). Al ser un hidrocarburo
aromatico pequefio (3 anillos aromaticos), el fenantreno se emplea frecuentemente para
desarrollar estudios sobre el metabolismo de HPAs (Pelkonen & Nebert, 1982) (Narro, Cerniglia,
Van Baalen, & Gibson, 1992).

Remocion de HPAs
Métodos bioldgicos vs métodos fisicoquimicos

La persistencia de los HPAs en el ambiente depende tanto de sus caracteristicas fisicoquimicas,
como de la composicion y caracteristicas del medio en que se encuentran. Su recalcitrancia
aumenta directamente con el aumento de su peso molecular y su coeficiente de particion
octanol: agua, e inversamente con su solubilidad. Un alto valor del coeficiente de particion
octanol: agua sugiere una gran persistencia de estos contaminantes en el ambiente y bajas
presiones de vapor limitan su volatilidad (Cerniglia E. , 1992).

Los riesgos asociados a la presencia de HPAs pueden ser superados mediante el uso de
métodos convencionales como la eliminacion, alteracion o aislamiento del contaminante (M.A.
Providenti & Lee, 1993). Tales técnicas implican la excavacion de suelos contaminados y su
incineracion o contenciodn, sin embargo, estas técnicas son caras y, en muchos casos, no logran
la completa eliminacion de estos compuestos. Por otra parte, la biorremediacion es una
herramienta que permite transformar HPAs en productos inocuos, sin el gasto innecesario de
quimicos, tiempo y energia (O.P. Ward & Singh, 2003). Los sitios contaminados con HPAs
pueden ser remediados utilizando microorganismos, algas, bacterias y hongos de forma
individual o combinados (Cerniglia E. , 1992). La biorremediacion de un contaminante y la
velocidad a la que se logra depende de las condiciones ambientales, nimero y tipo de
microorganismos empleados, asi como de la naturaleza y estructura quimica del compuesto
gue se desea degradar (M.A. Providenti & Lee, 1993) (O.P. Ward & Singh, 2003).

Asi, para disefiar una estrategia de biorremediacion, deben tenerse en cuenta diversos factores.
Uno de ellos, por ejemplo, seria la capacidad que tienen ciertas especies de aclimatarse a
nuevos ambientes contaminados con altos niveles de HPAs, lo cual puede, en ocasiones, dar

lugar a una adaptacion genética (Haritash & Kaushik, 2009).
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Hongos vs bacterias en la biorremediacién

Las bacterias son microorganismos que participan activamente en la degradacién de
contaminantes organicos (B. Ye, Siddiqi, Maccubbin, & Kumar, 1996). Entre las especies
bacterianas mas conocidas capaces de degradar HPAs se encuentran Pseudomonas,
Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia y Sphingomonas (Aitken, Stringfellow, Nagel, & C.
Kazunga, 1998). No obstante, el uso de hongos filamentosos en el campo de la biorremediacién
puede tener ciertas ventajas sobre el uso de bacterias, debido a la alta penetracion del suelo
mediante el micelio y la colonizacion rapida de diferentes sustratos (Bisht, et al., 2015).

Los hongos son organismos capaces de colonizar todas las matrices (suelo, agua, aire) en
entornos naturales, en los que desempefian un papel clave en el mantenimiento del equilibrio
de los ecosistemas (U. Walter, Beyer, & Rehm, 1991). El éxito evolutivo de este heterogéneo
grupo de organismos se evidencia por el alto nimero de especies, la diversidad de nichos y
hébitat y su capacidad para establecer simbiosis con otros organismos como plantas y animales
(Schneider, Grosser, Jayasimhulu, & Xue, 1996).

Los hongos son organismos heterotrofos y juegan un papel importante en la descomposicion
de materia organica (Trzesicka-Mlynarz & Ward, 1995). La produccion de una gran variedad de
enzimas tales como amilasas, lipasas, y proteasas les permiten usar sustratos como el almidéon,
las grasas y diversas proteinas (Tam, Guo, Yau, & Wong, 2002). Un nimero mas limitado de
especies pueden utilizar pectina, celulosa y hemicelulosa como fuentes de carbono, mientras
gue otros son capaces de degradar polimeros naturales particularmente complejos y resistentes
al ataque microbiano, tales como queratina, quitina y lignina (Romero, Cazau, Giorgieri, &
Arambarri, 1998). Producto de la elevada inespecificidad de las enzimas implicadas en la
degradacion de la lignina, muchos hongos son capaces de degradar compuestos xenobidticos
entre los que se encuentran los HPAs (Daane, et al., 2002). Esta capacidad convierte a los

hongos en organismos de gran interés para la biorremediacion ambiental (Anastasi, 2012).
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Hongos en la biorremediacion. Ascomicetos vs Basidiomicetos

Aunque muchos enfoques de investigacion actuales promueven la aplicacion de
microorganismos ex0genos para propositos de biorremediacion, los microorganismos
autoctonos representan una ventaja cuando compiten en escenarios reales (Aranda, 2016). Asi,
estudios recientes indican que los hongos ascomicetes autdctonos, son el género fangico
dominante en ambientes contaminados con HPAs (Aranda, 2016).

Muchos hongos pertenecientes al género basidiomicetes han sido objeto de estudio por
décadas, debido a la eficacia de sus enzimas degradadoras de lignina en la conversion de HPAs
(Anastasi, 2012). Sin embargo, los hongos ligninoliticos no compiten de manera tan eficiente en
ambientes naturales, puesto que requieren la presencia de sustratos lignocelulésicos en el
medio, los cuales rara vez se encuentran en ambientes contaminados (Aranda, 2016). La
mayoria de los suelos contaminados con HPAs estan colonizados principalmente por las
especies Penicillium, Fusarium, Trichoderma, Paecylomices y Debaryomyces pertenecientes al

género Ascomycota, el phylum dominante. (Anastasi, 2012) (Aranda, 2016).

Hongos extremafilos en la biorremediacion

Los hongos extremdfilos son importantes desde el punto de vista ambiental, debido a su
capacidad para producir extremoenzimas, caracterizadas por su termotolerancia, resistencia a
cambios de pH, a altas concentraciones de sales, etc. (Neifar, et al., 2015) (Nigam, 2013). Las
propiedades anteriores los convierten en candidatos ideales para el procesamiento y la bio-
conversion de materias primas como las presentes en las industrias alimentarias, textiles, y en
procesos como la biorremediacién (Singh, Raghukumar, R, & Mascarenhas-Pereira, 2013)
(Sinha, Sinha, & Khare, 2014).

Muchas enzimas hidroliticas que muestran actividad bajo condiciones extremas han sido
reportadas como implicadas en procesos de remediacion tales como la contaminacion por crudo
en condiciones hipersalinas (Naranjo-Briceno, Perniam, & Guerra, 2013). Diversas especies de
hongos han sido caracterizadas como resistentes a ese tipo de condiciones extremas, entre las
gue se encuentran Pestalotiopsis palmarum, Lecanicillum muscarium, Phanerocheate
chrysosporium y Aspergillus niger (Betancor, Johnson, & Luckarift, 2013) (Li, et al., 2013),
capaces de producir extremoenzimas para descomponer HPAs como sustratos, por lo que

podrian ser utilizadas eficazmente como agentes biodegradativos en el proceso de reciclaje de

20



residuos (Narayanan, Chopade, Raj, Subrahmanyam, & Rao, 2013) (Maruthi, 2013).

Metabolismo de HPAs en hongos

La degradacion de HPAs por medio de hongos ligninoliticos ha sido ampliamente estudiada
durante los ultimos afios (Figura 5) (Cajthaml, Pacakova, & Sasek, 2001), ya que, debido a la
estructura irregular de la lignina, estos hongos son capaces de producir enzimas extracelulares
con muy baja especificidad de sustrato, haciéndolos adecuados para la degradacién de
diferentes compuestos (Hofrichter, Schneibner, Schneegab, & Fritzche, 1998). El sistema
ligninolitico consta de tres grupos enzimaticos principales: lignina peroxidasa, manganeso
peroxidasa, y fenoloxidasas (lacasas, tirosinasas) (Vyas, Bakowski, Sasek, & Matucha, 1994)

(Boyle, Wiesner, & Richardson, 1998).
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Figura 5. Vias empleadas por los hongos para metabolizar los HPAs (Cajthaml-T et al. 2001).

Los HPAs que penetran al interior celular se transforman en derivados hidroxy, dihidrodiol y
quinonas (fase 1), proceso mediado por el sistema del citocromo P450 (CYP) y por epoxido
hidrolasas (EHs). Las hemoproteinas del CYP catalizan reacciones de hidroxilacion,
epoxidacion y monoxigenacion, las cuales son comunes en el metabolismo de diversas drogas
y juegan un papel importante en la biosintesis de metabolitos secundarios y ergosterol (Aranda,
2016). Las EHSs, por su parte, catalizan la hidrdlisis de epoxidos a sus correspondientes
transdidrodioles, participan en la sintesis de mensajeros quimicos y metabolitos secundarios.
Los metabolitos oxidados se conjugan entonces con sulfatos, metilos, glucosas, xilosas o acido
glucuronico (fase 2) (Aranda, 2016), proceso mediado por transferasas, entre las que se

encuentran las sulfotransferasas, restringidas al género Ascomicota, y la glutation transferasa,
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involucrada en la defensa contra especies reactivas del oxigeno debido a su actividad

peroxidasa (Aranda, 2016). Durante la fase 3, estos metabolitos son secretados o almacenados

en organelos (vacuola) y una vez que se liberan al ambiente, pueden ser degradados por otros

microorganismos (Figura 6). Las enzimas que participan en estas vias de desintoxicacion estan

codificadas por familias multigénicas, incluidas en el xenoma (biosistema responsable de la

deteccion, transporte y metabolismo de xenobio6ticos). Mas de 6000 genes codifican para la

familia CYP, la cual es mas diversa en el género Ascomicota (Aranda, 2016).
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Figura 6. Modelo integrativo simplificado del mecanismo intracelular para la conversion de HPAs en hongos. CYP

(Sistema del citocromo P450), EH (ep6xido hidrolasa), ST (sulfotransferasa), QR (quinona reductasa).

Muchos de los ambientes contaminados por HPAs, como los sitios de extraccion de petréleo y
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las aguas residuales de la industria petroquimica, se caracterizan por ser salados o hipersalinos
(Gousmi, et al.,, 2016) lo que constituye un reto adicional para las estrategias de
biorremediacion, puesto que pocos microorganismos son capaces de crecer en altas
concentraciones de sales. Aspergillus sydowii ha sido reportado como un hongo haléfilo con
potencialidades para la produccion de enzimas ligninoliticas funcionales en condiciones
hipersalinas (Batista-Garcia, et al., 2014). Segun lo expuesto anteriormente, la cepa A. sydowii,
seria uno de los pocos ejemplos de hongos ascomicetos que podrian utilizarse para la
biorremediacion de sitios contaminados con HPAs en condiciones hipersalinas. Con el objetivo
de identificar genes con posterior utilidad en posibles aplicaciones biotecnolégicas y estudiar
aspectos de haloadaptacion y expresion de enzimas robustas (extremoenzimas) en presencia
de benzo [a] pireno y fenantreno como Unica fuente de carbono, resulta relevante la

caracterizacion del transcriptoma de A. sydowii en estas condiciones.

Transcriptémica

Celularmente la informacion genética cifrada en el ADN y contenida en los genes se expresa a
través de los mecanismos de transcripcion y traduccion, a partir de los cuales se producen
moléculas de ARNm y proteinas, respectivamente. Eventos celulares tales como la replicacion,
la diferenciacion, la divisidn celular y otros caracteres macroscopicos tales como rasgos
fenotipicos, morfologicos, funcionales y de respuesta ante estimulos son producto de la
expresion diferencial de genes.

La transcripcibn es un proceso nuclear cuya activacion depende de estimulos intra o
extracelulares que inician cascadas de sefalizacion para determinar cuales genes deben
expresarse 0 reprimirse de acuerdo con el tipo de estimulo inicial. La regulacién de la
transcripcion depende de la unidn de activadores o represores en los elementos del promotor
ubicados en la region 5’ de la secuencia codificante. Los activadores o represores dictaminan
la tasa de sintesis de ARNm que debe producir la maquinaria basal de transcripcion, la cual
esta constituida por los factores de transcripcion generales (GTFII) y la ARN polimerasa Il
(Proudfoot, Furger, & Dye, 2002). El nimero de moléculas producidas de un ARNm determinado
depende de la funcidn que este tenga en un proceso celular especifico. Asi, cuando se requiera
dar respuesta a una condicion determinada en la cual un gen tiene una participacion importante,

mas moléculas de este transcrito se produciran. De manera similar, bajo ciertas circunstancias
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particulares hay genes que permanecen apagados, pero un estimulo hace que se expresen y
se inicia entonces la transcripcion. De esta manera la determinacion de dénde, como y cuando
es generado un transcripto, bajo una condicion dada, es fundamental para el entendimiento de
la actividad biologica de un gen. Mas aun los niveles de ARNm pueden dar no solo una vision
clara de patrones de expresion, sino también cuantificaciones altamente correlacionadas entre
cambios en la abundancia de ARNm con cambios en la abundancia de proteinas (Lockhart &
Winzeler, 2000). En conjunto, todos los transcriptos derivados de genes que se producen en
una célula en un momento y bajo una condicion fisiologica determinada se denomina
transcriptoma. El estudio y analisis del transcriptoma es esencial para el entendimiento de la
funcion de genes. De manera general se puede establecer que si un gen se expresa en una
condicion o célula determinada es porque cumple alli una funcién. El estudio global del
transcriptoma permite también establecer patrones de regulacion génica coordinada, lo que
contribuye no solo a dilucidar la funcién y agrupamiento de varios genes bajo un estimulo o
condicién especifica, sino también a identificar elementos promotores comunes a varios genes.
En la década de los noventa, los northern blots, los microarreglos de ADNc (ADN
complementario obtenido por transcriptasa inversa a partir de ARNm), los ADNc AFLP y el
andlisis serial de expresion de genes SAGE (del inglés serial analysis of gene expression),
entre otras técnicas, permitieron el desarrollo y generacién de conocimiento en transcriptémica,
al estudiar la expresion de genes relacionados con respuestas a estimulos o a condiciones
particulares, asi como para determinar cambios en los patrones de expresién génica en
tratamientos y cinéticas de expresiéon (Shalon, Smith, & Brown, 1996) (Schena, et al., 1998)
(Meyers, Galbraith, Nelson, & Agrawal, 2004) (Marguerat & Bahler, 2010); sin embargo, estas
estrategias resultan limitantes al estar basadas en hibridacién, tener baja cobertura, y en
algunos casos necesitar algin conocimiento previo de la secuencia del genoma para su
implementacion (Ward, Ponnala, & Weber, 2012).

Actualmente, y gracias a los avances en las técnicas de secuenciacion del ADN, a través de
tecnologias de nueva generacion, NGS (del inglés Next Generation Sequencing), se han
revolucionado campos como los de la gendmica y la transcriptbmica. Estas tecnologias han
permitido no solo generar informacion con altos rendimientos y a bajo costo, sino también abrir
nuevos horizontes para el entendimiento detallado y global de procesos de expresion (Ward,
Ponnala, & Weber, 2012) (Mochida & Shinozaki, 2011) (Schneeberger & Weigel, 2011).
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Tecnologia ARN-seq

La caracterizacion completa y el andlisis global de la expresion génica en una célula o tejido,
aun sin ninguna informacién gendmica previa, es ahora posible a través de la implementacion
de la secuenciacion de ADNc, o mas recientemente de la secuenciacion directa de ARN,
tecnologia conocida como ARN-seq (Wang, Gerstein, & Snyder, 2009) (Garber, Grabherr,
Guttman, & Trapnell, 2011) (Egan, Schlueter, & Spooner, 2012). Esta herramienta
transcriptémica cambia la manera de cémo se analizan y comprenden los (Wang, Gerstein, &
Snyder, 2009). Ademas, el ARN-seq da una cobertura completa de transcriptos, genera
informacion no solo de la secuencia, sino también de la estructura de exones y posibles eventos
de splicing alternativo (Lister & Ecker, 2009) (Gulledge, Roberts, Vora, Patel, & Loraine, 2012).
La informacién de esta manera puede ser integrada e interpretada, y se constituye de gran
utilidad para vislumbrar procesos biolégicos y mecanismos de co-expresion.

En el poco tiempo que esta tecnologia se encuentra disponible se han desarrollado un grupo
relativamente amplio de investigaciones dirigidas a caracterizar y a cuantificar transcriptomas,
asi como a comprender los mecanismos de la variacion de la expresion génica. Las aplicaciones
de ARN-seq se han llevado a cabo en especies eucariotas tales como Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Drosophila melanogaster, el raton y el humano
(Nagalakshmi, et al., 2008) (Mortazavi, Williams, McCue, Schaeffer, & Wold, 2008) (Maher, et
al., 2009) (Pickrell, et al., 2010) (Gan, et al., 2010) (Daines, et al., 2011) (Peng, et al., 2012), lo
gue ha demostrado la alta aplicabilidad que el ARN-seq ha tenido en estudios de especies
modelo.

El ARN-seqg es una herramienta transcriptbmica actual que esta fundamentada en la
secuenciacion de ADNc basada en los desarrollos NGS. En esta tecnologia se captura el ARN
total o ARNm, el cual se fragmenta y convierte en una libreria de ADNc. Uno de los pasos
fundamentales es la obtencion de un ARN de buena calidad que represente todos los transcritos
gue se producen en la condicion y tejido de estudio. Para el aislamiento del ARN eucarionte con
frecuencia se emplean kits de extraccion de ARNm, en los que se utiliza un oligo dT para
capturar los ARNm que tienen colitas de polyA (Ward, Ponnala, & Weber, 2012). La
fragmentacion del ARN o del ADNCc se realiza o bien por nebulizacién, por digestién con enzimas

de restriccion o a través del uso de cationes divalentes bajo condiciones de presiones elevadas
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(Wang, Gerstein, & Snyder, 2009). Generalmente el fraccionamiento se realiza posteriormente
a la sintesis de ADNCc. Esta sintesis se realiza con procedimientos estandares bien establecidos
para la mayoria de los organismos que hacen uso de la enzima transcriptasa reversa.

Una vez obtenido el ADNc se ligan adaptadores de tal forma que cada fragmento generado
contendra un adaptador ligado en sus extremos 3’y 5. Las secuencias de estos adaptadores
se conocen y seran necesarias para que cada fragmento pueda ser secuenciado, y en algunos
casos pueden emplearse para diferenciar otros grupos de fragmentos obtenidos a partir de
muestras de ADNc diferentes; sin embargo, no en todos los casos se requiere la ligacion de
adaptadores, lo cual dependera de la plataforma de secuenciacién a emplear. Los adaptadores
se pueden ligar directamente a la muestra de ARN, previa sintesis de ADNc (Marguerat &
Bahler, 2010) (Core, Waterfall, & Lis, 2008), o alternativamente se pueden adicionar
directamente a la cadena sencilla de ADNc (Marguerat & Bahler, 2010) (Maher, et al., 2009).
En cuanto a la cantidad y concentracion del ARNm que se requiere para la tecnologia ARN-
seq, el rango esta actualmente entre 5 y 10 ug, con una concentracion alrededor de 500 ng/ul
[Ryan Kim, UC Davis Genome Center; Nong Chen, Business Development Director, BGI
Americas, comunicacion personal].

Por otro lado, dentro de las aplicaciones y ventajas que tiene la tecnologia ARN-seq esta que
da una cobertura completa de transcriptos, genera informacion tanto de la secuencia como de
la estructura de exones y sitos de splicing alternativo (Lister & Ecker, 2009) (Gulledge, Roberts,
Vora, Patel, & Loraine, 2012). Asimismo, los datos arrojados por ARN-seq tienen una alta
precision con respecto a los niveles de expresion génica que se obtienen a través de PCR (del
inglés polimerase chain reaction) cuantitativa (QPCR) (Ward, Ponnala, & Weber, 2012) (Wang,
Gerstein, & Snyder, 2009) (Nagalakshmi, et al., 2008). Ademas, también se ha mostrado que
los resultados son altamente reproducibles (Wang, Gerstein, & Snyder, 2009).

La tecnologia ARN-seq actualmente esta disponible comercialmente en las compafias
Roche/454, Solexa/lllumina, SOLID/Life Technologies y Helicos/BioSciences; sin embargo, de
las tecnologias de NGS disponibles las mas aplicadas son Roche/454 y Solexa/lllumina
(Strickler, Bombarely, & Mueller, 2012). No obstante, estas compafias y otras no cesan en la
busqueda de mayores rendimientos de secuenciacion, obtencion de lecturas mas largas que se
lleven a cabo en tiempo real y cada vez a costos mas bajos (Metzker, 2010) (Mardis, 2011).

Uno de los objetivos al emplear la tecnologia de ARN-seq no es solo identificar la presencia de
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transcriptos, sino la de cuantificar el nivel de expresion de cada uno.

En este sentido aquellas lecturas que se encuentren en alta proporcion representaran niveles
altos de expresion de determinado gen y aquellos transcriptos ausentes, o con un bajo numero
de lecturas, seran aquellos que o0 no se expresan o lo hacen a niveles muy bajos (Schenk,
Carvalhais, & Kazan, 2012). En algunos casos se realizan normalizaciones quimicas en las
librerias de ADNCc con el fin de igualar su abundancia. De esta manera aquellos transcriptos
altamente expresados no seran los uUnicos para los que se obtengan lecturas en la

secuenciacion (Ward, Ponnala, & Weber, 2012).

Transcriptdmica en hongos halofilos

Los hongos haléfilos han desarrollado estrategias adaptativas que les han permitido sobrevivir
en ambientes hipersalinos. Liu y colaboradores en el 2017 (Liu, Ding, Rao, & Zhang, 2017),
analizaron comparativamente el transcriptoma del hongo halofilo Aspergillus montevidensis
ZYD4 con el objetivo de dilucidar los mecanismos de respuesta de este hongo a altas
concentraciones de sal (estrés por salinidad). Se encontraron diferencialmente expresados
2352 genes, de los cuales 733 fueron regulados positivamente y relacionados a procesos como
la acumulacion de glicerol, el almacenamiento de solutos compatibles, la esporulaciéon asexual,
entre otros. Estos resultados proporcionan una mejor comprension a nivel molecular de los
mecanismos osmoadaptativos en este tipo de hongos haléfilos.

El hongo haldfilo Aspergillus oryzae es ampliamente utilizado para la produccion industrial de
salsa de soya, por lo que se encuentra expuesto a un entorno complejo, donde puede
desarrollar sin lugar a duda estrés por salinidad. Bin y colaboradores en el 2017 (Bin, Long,
Zhihong, & Li, 2017), analizaron los mecanismos bioquimicos de proteccion de este hongo bajo
condiciones de estrés salino. Los resultados transcriptdmicos mostraron la expresion de genes
regulados positivamente, relacionados con la acumulacion de arginina y la sintesis de acido
oleico. Este estudio proporciona una caracterizacion global del transcriptoma de A. oryzae bajo
condiciones de estrés por salinidad, ademas de mostrar el papel de multiples genes que pueden
ser utilizados como blanco para la mejora de la tolerancia a la sal por medio de ingenieria
genética.

Zack y colaboradores (Zajc, Kogej, Galinski, Ramos, & Gunde-Cimerman, 2014), analizaron el

transcriptoma del hongo extremoéfilo Wallemia ichtyophaga en respuesta a condiciones
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limitantes de salinidad y demostraron el papel que juega la pared celular de W. ichtyophaga en
Su respuesta a altas concentraciones de sal. El andlisis revel6 un enriquecimiento significativo
de genes asociados a hidrofobinas, proteinas presentes en la pared celular. Este
descubrimiento es de particular interés debido a las numerosas aplicaciones de las hidrofobinas
en la industria farmacéutica y la medicina.

Cong y colaboradores en el 2017 (Cong, et al., 2017), analizaron el transcriptoma del hongo
Aspergillus sydowii MS-19 aislado de una region antéartica. En este estudio se anotaron 701
CAZymes, incluyendo 17 celulasas Y 19 feruloil esterasas relacionadas con la degradacion de
lignocelulosa. Ademds, se anotaron 1 lacasa y tres peroxidasas similares a la lignina y
manganeso peroxidasas, asi como una glutatibn y una catalasa-peroxidasa. Este estudio
proporciona informacién Util para mejorar nuestra comprensién acerca de la produccion de

enzimas lignocelulésicas a bajas temperaturas.

Transcriptdmica en hongos en presencia de HPAs

Actualmente existen pocos estudios transcriptomicos en hongos en presencia de HPAs, y tales
estudios estadn asociados generalmente a los genomas anotados disponibles. El desarrollo de
microarreglos empleando el basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium demostré que los
citocromos P450 (CYPs) se encuentran expresados diferencialmente en presencia de
antraceno y tienen propiedades cataliticas distintas en antraceno y antrona (Chigu, Hirosue,
Nakamura, & H, 2010). En esta especie, las enzimas glutation-S transferasas (GSTs) Ure2p4 y
Ure2p6 se expresan especificamente luego del tratamiento con HPAs (Thuillier, Ngadin, Thion,
& Billard, 2011). Los experimentos realizados empleando RT-PCR en P. chrysosporium en
condiciones no ligninoliticas mostraron que dos CYPs monooxigenasas (CYP63A2 vy
CYP5136A3) fueron reguladas positivamente en presencia de benzo [a] pireno produciendo
metabolitos P450-hidroxilados (Sukanta, Bhattacharya, Khajamohiddin, Jodi, & Yadav, 2013).
En el caso del género Ascomycota, la mayoria de los estudios se han enfocado en la
patogénesis y las enzimas de interés industrial, mientras que los estudios transcripcionales
relacionados con la conversion de HPAs son escasos. Esta situacion apunta a la necesidad de
estudios adicionales empleando métodos transcriptémicos. Sin embargo, se han reportado
algunos casos de regulacion positiva de genes en especies fungicas adaptadas a este tipo de

compuestos, tal es el caso del hongo Neosartorya fischeri (Edna, Shamayim, & Rafael, 2015),
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capaz de transformar asfaltenos, donde se observé una regulacion positiva en genes que
codifican para monooxigenasas. Exophiala pisciphila (Shen, et al., 2015), aislada de un suelo
contaminado con metales pesados, mostrd una regulacion positiva de GSTs, especialmente

Ure2p, bajo diferentes condiciones ambientales.

ANTECEDENTES

A. sydowii y HPAs

En el Laboratorio de Biologia Molecular de Hongos del Centro de Investigacion en Biotecnologia
de la UAEM se aisl6 y caracteriz6 el hongo haldfilo A. sydowii (Batista-Garcia, et al., 2014). Este
hongo mostré6 capacidad para producir enzimas ligninoliticas haloestables como lacasas,
peroxidasas y esterasas. Adicionalmente, se realizaron estudios que demostraron que este
hongo crece en HPAs como Unica fuente de carbono (ejemplo: pireno y fenantreno, 50 mM) y
en presencia de NaCl hasta 2.0 M. Ademas, no muestra inhibiciébn en su crecimiento cuando
crece en medios solidos en presencia de estos xenobidticos.

La contaminacion causada por HPAS, y los efectos derivados de estos xenobibticos, constituyen
temas prioritarios en la agenda ambiental internacional. Los HPAs causan efectos nocivos para
el hombre y el medio ambiente, y son altamente téxicos. El estudio de la degradaciéon microbiana
de HPAs tiene un alcance relevante en el contexto de aplicaciones biotecnologicas, como por
ejemplo la biorremediacion de ecosistemas y efluentes industriales contaminados con HPAs.
Aunque existen estudios que abordan estas tematicas, el conocimiento sobre los procesos
microbianos de biodegradacion y/o mineralizacibn de HPAs en condiciones hipersalinas son

aun muy limitados, mas aun en hongos filamentosos, de ahi la pertinencia de este proyecto.
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Hipotesis
La presencia de los HPAs benzo [a] pireno y fenantreno en condiciones hipersalinas (1M NaCl),

induce cambios en la expresion génica que le permiten a A. sydowii removerlos, lo que a su vez

nos permitird comprender como el hongo actla sobre este tipo de compuestos.

Objetivo general:

Analizar morfoldgica, toxicoldgica y molecularmente la respuesta de Aspergillus sydowii durante
Su exposicion a condiciones poliaromaticas en presencia de 1.0 M de NacCl.

Objetivos especificos:

1. Analizar la dindmica de remocion de los HPAs benzo [a] pireno y fenantreno en el hongo
haléfilo A. sydowii en presencia de 1.0 M de NacCl.

2. Analizar comparativamente el transcriptoma de A. sydowii crecido en benzo [a] pireno y
fenantreno o glucosa, ambas condiciones suplementadas con 1.0 M de NaCl.

3. ldentificar bioproductos durante la degradacion de benzo [a] pireno y fenantreno.

4. Analizar los cambios morfoldgicos en A. sydowii en respuesta a condiciones poliaromaticas.
5. Evaluar la toxicidad de los HPAs benzo [a] pireno y fenantreno en condiciones hipersalinas
en los modelos Physcomitrella patens, lineas celulares humanas y el pez cebra luego del

microtratamiento con A. sydowii.
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Materiales y métodos

Cepay condiciones de cultivo

A. sydowii EXF-12860 es un hongo haléfilo aislado del bagazo de cafia de azlUcar suplementado
con 2 M NacCl (Batista-Garcia, et al., 2014). La cepa se conservo en 20% de glicerol a -80°C y
fue depositado en la coleccion de hongos extremofilos en la Facultad de Biotecnologia,
Universidad de Ljubljana, Eslovenia. Las esporas frescas y el micelio fueron obtenido de cultivos
en agar extracto de malta (MEA) con 1 M NacCl.

Se obtuvo un pre-inéculo de A. sydowii en medio liquido mediante la inoculaciéon de 1 x 108
esporas en matraces de 250 ml que contenian 50 ml de medio minimo (MM) suplementado con
glucosa al 2% y 1 M NacCl.

La composicion del MM fue: 7.8 mg | =1 CuSQOa4x 5H20, 18 mg | =1 FeSO4 x 7H20, 500 mg | ~*
MgSOa4x 7H20, 10 mg | 1 ZnSO4x 7H20,50 mg | 1 KCI, 1 g 1 =1 K2HPO4, 2 gl =1 NH4NOsg, 2 gl
1 KH2PO4, 100 mg | -t CaClz, 5 mg | ~* MnSO4, 0,1 mg | ~1 H3BO3, 0,1 mg | =1 NaMoOa4 2H20
y 1 mg | =1 CoCl2. Se incubd el cultivo flingico a 28°C y 150 r.p.m. hasta llegar a la fase
exponencial de crecimiento (4 dias). Posteriormente, el micelio fue colectado y centrifugado a
4000g, a 4°C durante 10 min y lavado tres veces con solucién salina (0,5% NacCl). Para agotar
los nutrientes acumulados en el hongo después de su crecimiento en el medio suplementado
con glucosa, 3 g de micelio fueron transferidos a matraces de 250 ml que contenian 50 ml de
MM con 0,5% de NaCl y se incub6 durante 18h a 28°C y 150 r.p.m. Posteriormente, el micelio
se colecté como anteriormente fue descrito y se inocul6 1 g en matraces de 250 ml que
contenian 30 ml de MM, 1 M NaCl y una mezcla de 50 p.p.m. de benzo [a] pireno (BaP) (Sigma-
Aldrich, Catalogo No. B1760, St. Louis, EE. UU.) y 50 p.p.m. de fenantreno (Phe) (Sigma —
Aldrich, No. de catalogo P11409, St. Louis, EE. UU.), para una concentracion total de 100 p.p.m.
Los cultivos se incubaron a 28°C y 150 r.p.m. durante 10 dias.

Para evaluar la remocion de los HPAs, se retiraron los matraces luego de 0, 0,5, 1, 2, 3,8y 10
dias. La remocion, bioadsorcién y biodegradacién total de BaP y Phe se determinaron en cada
tiempo de muestreo. Matraces sin inocular con y sin HPAs se incluyeron en el experimento
como controles negativos y positivos respectivamente. Los cultivos se hicieron por triplicado

para cada tiempo experimental y se realizaron en total 3 experimentos independientes (total n
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= 9 por cada tiempo).
Para el analisis del transcriptoma, se colecto el micelio después de 3 dias de exposicion a los

HPAs y se utilizaron como control matraces conteniendo glucosa (2%) y 1 M NacCl.

Cuantificacion de benzo [a] pireno y fenantreno

El sobrenadante del cultivo y el micelio se separaron mediante centrifugacion a 4000g y 4°C
durante 10 min. El BaP y Phe fueron recuperados mediante extraccion con solventes organicos
utilizando 2 ml de hexano (calidad espectrometria de masas). Se realizaron tres extracciones
consecutivas utilizando 2 ml de sobrenadante o 1,5 g de micelio humedo. Seis mililitros de
hexano fueron recuperados y luego concentrados seis veces usando un evaporador de vacio
rotatorio. Se emple6 un cromatdgrafo de gases acoplado a un espectrémetro masas (GC-MS)
para determinar cuantitativamente el BaP y Phe segun Lee y colaboradores (Lee, et al., 2010).
Brevemente, la separacion de HPAs se realizé en un GC G1800A (Hewlett-Packard, Palo Alto,
CA) utilizando una columna de silice fundida HP-5 MS (30 m x 0,25 mm d.i., 0,25 mm de espesor
de pelicula) (Hewlett Packard) y acoplado a un detector de ionizacién de electrones.

Todas las determinaciones experimentales se realizaron por triplicado para cada muestra. La
remocion de HPAs se calculé como la diferencia entre los HPAs en el sobrenadante del
tratamiento micelial y la concentracibn media de HPAs en los controles negativos. La
bioadsorcién fue considerada como la concentracion de BaP y Phe cuantificados en la fraccion
micelial. La biodegradacion se calcul6 como la diferencia entre la media de los HPAs en los

controles negativos y la cantidad total de HPAs en el sobrenadante y el micelio del hongo.

Ensayos de actividad enzimatica

Las actividades enzimaticas de lacasas y peroxidasas se midieron mediante la oxidacion del
2,2 -azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina 6-sulfonico) (ABTS) (1 mM) (Sigma-Aldrich, Catalogue
No. A1888, St. Louis, EE. UU.) a 420 nm (¢ = 3.6 x 104 M- 1 cm - 1) en &cido citrico 0,1 M y
tampén de fosfato de hidrogeno disddico 0,1 M a pH 5, segun Touahar y colaboradores
(Touahar, Haroune, Ba, Bellenger, & Cabana). Para la actividad peroxidasa se utilizé el mismo
protocolo con la adicion de H202 (0,005%). La actividad esterasa se midié siguiendo la
conversion del 2-naftil-acetato (Sigma-Aldrich, No. de catadlogo N6875) a naftol (¢ = 23,395 M -
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1 cm - 1) a 538 nm (Batista-Garcia, et al., 2014). La actividad de la citocromo c reductasa
(NADPH) se midi6é con un kit de ensayo de citocromo c reductasa (NADPH) (Sigma-Aldrich,
Catalogo No. CY0100, St. Louis, EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
actividad de la UPO se midi6 segun Camacho-Morales y colaboradores (Camacho-Morales,
Garcia-Fontana, & Fernandez-lrigoyen, 2018). Una Unidad InteARNcional (Ul) de actividad
enziméatica se definid como la cantidad de enzima por miligramo de proteina total que cataliza

la oxidacién de 1 mmol de sustrato por minuto.

Experimento de inhibicién de citocromos

Se incub6 un pre-inéculo de A. sydowii, el cual fue lavado y colectado como se describio
anteriormente. Posteriormente 1 g de micelio se inoculé en matraces de 250 ml que contenian
30 ml de MM, NaCl 1 M, 100 p.p.m. concentracion final de BaP y Phe (1: 1) y 1 mM o0 10 mM
de butéxido de piperonilo (PPB) (Sigma-Aldrich, nimero de catalogo 291102, St. Louis, EE.
UU.) como inhibidor de citocromos (CYC). Los cultivos se incubaron a 28°C y 150 r.p.m. Para
la evaluacion de la inhibicion de CYC, los matraces de cultivo se retiraron después 0, 0,5, 1, 3
y 6 dias. Matraces no inoculados con PPB se incluyeron en el experimento como controles
negativos. Los cultivos se hicieron por triplicado para cada experimento y tiempo.
Posteriormente, se colectaron los sobrenadantes para proceder con la cuantificacion de BaP y

Phe como fue descrito previamente.

Microscopia de A. sydowii en condiciones poliarométicas

Se observaron muestras del hongo expuestas a BaP y Phe utilizando el método de agar
invertido (Hickey, Swift, Roca, & and Read, 2004) en un Microscopio NiKon Eclipse Ti-U
equipado con un objetivo Apo 60x / 1,49 A.N. usando una camara Hamamatsu Orca Flash 4.0.
Las muestras se fijaron y tifieron con blanco de calcofltor, y fueron excitadas con una lampara
de mercurio usando Filtros ET-DAPI. El micelio cultivado en presencia de glucosa se observo

también al microscopio.
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Ensayos de deteccidn toxicologica

HPAs residuales y posibles metabolitos intermediarios se colectaron como se describio
previamente a partir del sobrenadante mediante extraccion con hexano. Los extractos organicos
se evaporaron hasta 2 ml. Extractos organicos de MM no inoculados con o sin los HPAs se
incluyeron como controles negativos y positivos, respectivamente.

Para evaluar la fitotoxicidad, el musgo Physcomitrella patens se cultivd en medio sélido Knop
(Reski & Abel, 1985) durante 7 dias a 22°C y 16h de luz / 8h de oscuridad. El control se
suplementé con hexano. Las plantas fueron cultivadas durante 44 dias a 22°C y 16h de luz / 8h
de oscuridad, para analizar el crecimiento relativo de las mismas durante el tratamiento. Los
explantes fueron fotografiados con una camara Nikon Colpix 5000 al dia 0 y 44 del experimento.
El area (mm?) cubierta por las plantas se midi6 utilizando el software ImageJ

(http://rsb.info.nih.qoV/ij/). La tasa de crecimiento relativo se calculé de acuerdo con Medina-

Andrés y colaboradores (Medina-Andrés, 2015).

La citotoxicidad para las células humanas se evalué mediante la produccion del factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa), una citoquina de estrés por células mononucleares de sangre
periférica adulta (PBMC) expuestas a diferentes volimenes del sobrenadante de cultivo. Se
aislaron las PBMC mediante centrifugacion diferencial sobre Lymphoprep (Axis-Shield,
Escocia). Las células se cultivaron en medio RPMI 1640 (Thermo Fisher, nimero de catalogo
11875093, EE. UU.) suplementado con glutamina 2 mM, antibioticos comerciales (50 U ml - 1
de penicilina, 50 mg ml — 1 de estreptomicina) y 5% de suero fetal bovino (Thermo Fisher,
Catalogue No. 16140063, EE. UU.). Las células se estimularon durante 6 h con los
sobrenadantes obtenidos tras el tratamiento fungico o con medios de control. Posteriormente,
las células se sedimentaron y el ARN se obtuvo usando el método TRIzol (Thermo Fisher,
namero de catalogo 15596026, EE. UU.). Se utilizé un miligramo de ARN total para obtener el
ADNCc, utilizando la transcriptasa inversa RevertAid y poli (I-C) (Thermo Fisher, nUmero de
catdlogo K1691, EE. UU.).

Los niveles de transcritos TNFa se midieron mediante gPCR en un termociclador StepOne
(Applied Biosystems), usando la mezcla: Maxima SYBR Green/ROX gPCR (Thermo Fisher,
catalogo n.° K0221, EE. UU.). El gen de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa humana
(GAPDH) se utilizo como referencia para la normalizacion. Los siguientes cebadores se
utilizaron para la amplificacion: GAPDH forward, 5° CCCCCGGTTTCTATAAATTGAGCCC 3"y
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reverse 5 AAATCCGTTGACTCCGACCTTCACC 3’ TNFa, forward 5
CTGTAGCCCATGTTGTAGCAAAC 3" y reverse 5° ATGAGGTACAGGCCCTCTGAT 3'.

Los embriones de la linea AB y de tipo salvaje del pez cebra (D. rerio) fueron obtenidos de
cruces naturales y criados a 28°C en base a procedimientos estandar (Westerfield, 2000). Los
huevos fueron obtenidos por apareamiento al azar de parejas del pez cebra. Estos se colectaron
a la mafiana siguiente y se transfirieron a placas petri de plastico (60 huevos por placa) que
contenian 10 ml de agua embrionaria fresca. Ademas, los embriones enfermos y muertos sin
fertilizar se identificaron con un microscopio de diseccion y se extrajeron. Las etapas
embrionarias fueron determinadas por criterios morfoldgicos de acuerdo con Kimmel vy
colaboradores (Kimmel, 1995). Los peces cebra se manipularon de acuerdo con las
regulaciones locales de bienestar animal, y todos los protocolos fueron aprobados por el Comité
de Etica (Instituto de Biotecnologia, UNAM). A las 3,5h posteriores a la fertilizacion, los
embriones se volvieron a checar, y cualquier otro embridon muerto o insalubre fue eliminado. Se
seleccionaron embriones en etapa de esfera y se transfirieron a una placa de 48 pocillos; 10
embriones por pocillo.

Posteriormente se absorbio el agua del embrién y se cargaron 300 ul del sobrenadante en cada
pocillo. Los experimentos se realizaron por triplicado en cada tiempo y se realizaron tres
experimentos independientes. Como control, se cultivd un conjunto de embriones con agua
embrionaria en la misma placa, pero también en una placa petri de manera independiente. Las
placas se cultivaron en una camara humeda a 28°C de 24h a 72h y el retraso en el desarrollo y
pigmentacion de los embriones se observo bajo un microscopio de diseccion. Los embriones
fueron anestesiados con tricaina, inmovilizados con metilcelulosa en placas de agar y
visualizados con un microscopio estéreo (Leica MZ 12.5, Zeiss, Germani). Ademas, fueron
fotografiados utilizando una camara CCD (AxioCam MRc 5, Zeiss, Germani) y el software
AxioVision Rel. 48. Los analisis estadisticos se realizaron con tres réplicas experimentales
independientes. El nUmero exacto de réplicas biologicas se indica en la leyenda de las figuras.
El analisis estadistico fue realizado con la prueba t de student del software Prism (GraphPad,
San Diego, CA, EE. UU.). Las barras de error en los graficos de columnas representan la

desviacion estandar de la media.
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Extraccion de ARN y secuenciacién del transcriptoma de A. sydowii en presencia de
HPAs

El micelio fungico se colect6 por centrifugacion y maceracion en nitrogeno liquido. EI ARN total
se aislé usando el método de extracciéon con TRIzol (Thermo Fisher, Catalogo No. 15596026,
EE. UU.), se resuspendi6 en agua libre de ARNsa y se almacend a -80°C hasta su uso posterior.
La integridad del ARN fue evaluada en geles de agarosa y mediante electroforesis capilar
(Agilent Bioanalyzer 2100, San Diego, CA, ESTADOS UNIDOS). Las muestras fueron
secuenciadas por la compafiia ABM (Vancouver, Canada). Se llevo a cabo la construccion de
las bibliotecas utilizando el kit de preparacién de la biblioteca de ARNm TruSeq de Illumina
(lumina, San Diego, CA, EE. UU.). El control de calidad se realizé utilizando el ensayo de ADN
Qubit y Agilent Bioanalyzer 2100. Las bibliotecas se agruparon, cuantificaron por qPCR y
secuenciaron a 2 x 150 pb en la plataforma lllumina HiSeq-2500. La secuenciacion del

transcriptoma se realiz6 para tres cultivos / muestras independientes por grupo.

Ensamblaje y anotacién del transcriptoma

Las lecturas sin procesar se filtraron para eliminar k-meros erréneos, asi como adaptadores
usando el software Rcorrector version 1.0.4 (Song y Florea, 2015) y Trimmomatic versioén 0.39
(Bolger, Lohse, & and Usadel, 2014). Las lecturas resultantes se ensamblaron utilizando el
software Trinity (Haas, et al., 2013). El software BLAST fue utilizado para la anotacion funcional,
mientras que la anotacién de la ontologia genética (GO) se realiz6 utilizando la version
Blast2GO 5.2 (Conesa, et al., 2016). La cuantificacion de los transcritos se realizd utilizando el
software Kallisto versiéon 0.46.1 (Bray, Pimentel, Melsted, & Pachter, 2016). Los recuentos
brutos se filtraron para eliminar el nUmero bajo de transcritos (CPM <1,5 en mas de tres
muestras) y posteriormente se normalizaron usando el método RUVs en la version RUVSeq 3.2
(Risso, Ngai, Speed, & Dudoit, 2014). El andlisis de expresion diferencial de la transcripcion se
llevé a cabo utilizando el software DESeq2 (Love, Huber, & Anders, 2014). Los transcritos con
un logFC > 1y una tasa de falsos positivos (FDR) < 0.1 se consideraron como diferencialmente
expresados (DE). Se realizé un analisis de enriquecimiento de GO con topGO version 3.2 (Alexa
& Rahnenfuhrer, 2019) y se visualizaron los datos usando el software GOplot version 1.02

(Walter, Sanchez-Cabo, & Ricote, 2015). El andlisis de enriquecimiento de las vias metabdlicas
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se realizo utilizando el software BlastKOALA version 2.2 (Kanehisa, Sato, & Morishima, 2015).
Los datos transcriptomicos se encuentran disponibles publicamente en el Centro de Informacion
Biotecnolégica Nacional (NCBI): ID de envio: SUB7393773, ID de BioProject SRA:
PRJNA631102.

Identificacion de metabolitos derivados de los HPAs en el sobrenadante de los cultivos.

Subproductos de la degradacion de los HPAs en el sobrenadante de cultivo se identificaron
utilizando cromatografia liquida de ultra alto rendimiento (UHPLC) Acquity I-Class System
(Waters, Milford, CT, EE. UU.) con un CORTECS-UHPLC Columna HILIC C-18 de 1,6 um (2,1
mm x 50 mm; Waters) y acoplado a un Synapt G2S QToF MS (Waters). Los analisis de
espectros, incluido m/z y célculo de errores, asi como la identificacion de metabolitos se

realizaron utilizando el Software MassLynx v4.1 (Waters, Milford, EE. UU.).

Andlisis estadisticos

Se realiz6 una prueba de andlisis de varianza de una via (ANOVA) para determinar diferencias
estadisticamente significativas. Posteriormente se realizé un analisis de comparacion multiple
post hoc a través de una prueba de Tukey. Los niveles de significancia son siempre expresados
como un valor de p <0,05. Se utilizo el software de analisis de datos GraphPad Prism version
7.03 (software GraphPad).
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Resultados y Discusién
Degradacién de fenantreno y benzo [a] pireno por A. sydowii

La remocion de Phe y BaP de un medio liquido hipersalino (1 M NaCl) con HPAs como Unica
fuente de carbono, tuvo un perfil similar para ambos sustratos poliaromaticos en A. sydowii
(Figura 7a). Durante el primer dia de cultivo, los HPAs se adsorbieron principalmente en el
micelio, alcanzando altos niveles de agotamiento (70% y 75% para BaP y Phe
respectivamente), seguido de una desorcion, liberando casi la mitad de los HPAs adsorbidos
en el medio. La degradacion comenzé después de 2 dias, lo que resultd en la eliminacion de
hasta el 90% para ambos HPAs después de 10 dias de cultivo (Figura 7a). La eliminacion del
Phe y el BaP por medio del micelio muerto fue muy baja (<1%), incluso después de 10 dias de
cultivo (datos no mostrados), lo que indica que la biotransformacién y no adsorcion fue el
principal proceso de eliminacion. En 10 dias, A. sydowii fue capaz de degradar hasta un 71%
de BaP y 73% de Phe en condiciones hipersalinas (Figura 7a). Estos procesos fueron
acompafados de una disminucion drastica de la demanda quimica de oxigeno (DQO), del 97%
después de 12 h de micotratamientos al 99,8% después de 10 dias (Figura 7b).

La degradacion de los HPAs se ha correlacionado con una reduccion del pH del medio, debido
a la liberacién del acido 1-hidroxi-2-naftoico, un intermedio temprano del metabolismo del Phe,
asi como debido a la liberacion de acido ftalico o acido protocatequinico, ambos producidos
durante la degradacion de Phe (Sun, et al., 2020). Por esta razén, evaluamos los cambios en el
pH durante el crecimiento de A. sydowii en presencia de Phe y BaP (Figura 7b). El pH
permanecio casi invariable en medios no inoculados (5.7-5.8) pero se redujo a 4.8 después de
4 dias en cultivos con A. sydowii, coincidiendo con la maxima degradaciéon de HPAs y la
reduccion de la DQO. Posteriormente, el pH aumento lentamente y alcanzé valores de 5.2 en
el dia 10 (Figura 7b), apoyando la nocion de que los intermedios &cidos de la degradacion de
los HPAs son mas tarde asimilados por el micelio fungico.

Enzimas extracelulares modificadoras de lignina (LME), tales como lacasas, manganeso
peroxidasa, peroxigenasas inespecificas (UPO) y esterasas se midieron en cultivos de A.
sydowii. Estas enzimas estan potencialmente involucradas en la biotransformacion de HPAs en
el sobrenadante de cultivo (Aranda, 2016) (Gonzalez-Abradelo, et al., 2019), aunque la

degradacion total de HPAs por estas enzimas no ha sido determinada inequivocamente en
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ascomicetos (Aranda, 2016). Como se muestra en la Figura 7c, las actividades lacasa y

manganeso peroxidasa alcanzaron su punto maximo en el segundo dia y disminuyeron

ligeramente a partir de entonces, mientras que la actividad esterasa alcanz6 su punto maximo

en el cuarto dia. No se detectod actividad de UPO.

a

(e p PAH Removal (%)

Chemical oxygen demand (g/L)

(]

Esterase Specific Activity (U/mg protein)

80

60

20

-= Benzo [a] pyrene

-= Phenanthrene

Phenanthrene

Benzo [a] pyrene

s 8 8 8 8
LR
-
B}

4500
4200
3900 .
3600
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

]
[l
i
[l
]
[l
[
[
[
[l
[
[l
[
[
[l
1
1
]

Time (days)

6.0

5.5

5.0

LR T . o
0 - v d v x v T ; ——F==add5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Time (days)
- COD Treat. -= pH MM -+ pH Non-treat. -+ pH Treat.

5.0 7

45 4

4.0 1

3.5 1

3.0 1

251

2.0+

1.5

1.0 4

0.5 1

— Esterase
n - Laccase

- -+ Peroxidase

300

250

200

150

100

50

0.0

2 3 4 5 6 7 8 9 1
Time (days)

Hd

(u1azoud Bwynw) A1Anoy oy1oadg asepixolad/aseade

Figura 7. Caracterizacién bioquimica del proceso de
degradacion de HPAs en Aspergillus sydowii expuesto a
condiciones hipersalinas.

A. Andlisis temporal de la remocion de benzo [a] pireno y el
fenantreno. Los recuadros representan la contribucion de la
bioadsorcion y la biodegradacion a la eliminacion total de cada
HAP.

B. Demanda quimica de oxigeno (DQO) y pH del sobrenadante
del cultivo durante el transcurso de tiempo de la degradacion
de HPAs.

C. Actividades manganeso peroxidasa, lacasa y esterasa en el
sobrenadante de cultivo durante la degradacién de HPAs.
detectaron actividades enziméticas en los controles negativos
(medio con glucosa). Tratamiento de DQO: demanda de
oxigeno quimico después del tratamiento con hongos. pH MM:
valores de pH determinados para medio minimo. pH Non-treat:
valores de pH de no tratados (no inoculados) en medio minimo
suplementado con HPAs. pH Treat: valores de pH del MM

suplementado con HPAs y tratados con A. sydowii.
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Planteamos la hipétesis de que los mayores cambios transcripcionales tienen lugar durante la
fase activa de la desintoxicacion de los HPAs. Por lo tanto, nos enfocamos en los perfiles de
degradacion de estos para elegir el marco de tiempo apropiado para el analisis transcriptomico.
La degradacion de Phe comenz6 inmediatamente (7% en 12 h), mientras que la degradacion
de BaP se observo después de 1 dia de cultivo (Figura 8a). La tasa de conversién de HPAs fue
exponencial entre 1 y 4 dias (R2 = 0,998, coeficiente de correlacion de Spearman). Por tanto,
la extraccion del ARN total para el analisis del transcriptoma se realizé después 3 dias de cultivo
(Figura 8a), cuando A. sydowii alcanz6 la maxima velocidad de degradacion de HPAs.

Dado que los citocromos (CYC) [p. Ej. citocromos P450 (CYP)] son ampliamente reconocidos
por su participacion en la biotransformacion de HPAs en ascomicetos (Aranda, 2016) (Loss, et
al., 2019), se investigé el papel de los CYC durante la desintoxicacion los HPAs en A. sydowii.
La actividad NADPH-CYC c reductasa se determind después de tres dias de micotratamiento
en presencia del inhibidor de CYC, butéxido de piperonilo (PPB) (Haroune, Saibi, Cabana, &
Bellenger, 2016), resultando en la inhibicion parcial de CYC mediante la adicion de 1,0 mM y
PPB 10 mM (Figura 8b). Ambas concentraciones de este inhibidor fueron suficientes para
reducir la biodegradacion de Phe y BaP (Figura 8c). La biotransformacién de BaP fue
fuertemente inhibida por PPB, ya que 1,0 mM de PPB redujo su degradacion en
aproximadamente un 15% después del primer dia, mientras que 10 mM de PPB abolié
completamente la biodegradacién de BaP (Figura 8c). La bioconversion de Phe también
disminuyd, pero en menor medida. Estos resultados sugieren que A. sydowii degrada tanto Phe

como BaP en parte por un mecanismo mediado por CYC.
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Figura 8. Andlisis del transcriptoma de Aspergillus sydowii durante el proceso de degradacién de hidrocarburos
policiclicos aroméaticos (HPAs).

A. Seleccién del tiempo para el analisis transcriptomico en el transcurso del proceso de biodegradaciéon de HPAs. La
flecha marca la hora seleccionada (dia 3) para la extraccion de ARN total.

B. Inhibicién de la NADPH-citocromo ¢ reductasa el por butéxido de piperonilo (PPB) en las células de A. sydowii al
tiempo del analisis por ARN-Seq.

C. Evaluacion del efecto de la inhibicion del citocromo por el PPB sobre la degradacion de benzo [a] pireno y
fenantreno.

D - F. Preprocesamiento de datos de ARN-Seq para el analisis de expresion diferencial. Agrupacién de perfiles de
transcriptoma (D) antes y (E) después del filtrado de transcritos con bajo nimero de conteos. GLC, glucosa.

F. Efecto del método de normalizacion (RUV) sobre la expresion logaritmica relativa (RLE) (cuadro superior), que
muestra las distribuciones de expresion entre muestras y la distribucion de las muestras en un andlisis de
componentes principales (cuadro inferior) agrupadas por grupos de tratamiento.

G. Andlisis de enriquecimiento de ontologia genética (GO) en el conjunto de genes expresados diferencialmente
durante la degradacion de HPAs en A. sydowii. Este gréafico fue generado usando GOplot version 1.02 (Walter et al.,
2015). BP, procesos bioldgicos; CC, componentes celulares; MF, funcién molecular.

Muchos estudios han observado el potencial de los hongos ascomicetos, en particular,
diferentes especies del género Aspergillus para metabolizar los HPAs (Sutherland & Cerniglia,
2010) (Aranda, 2016). Por ejemplo, A. japonicus pudo degradar hasta el 80% de los HPAs
presentes en el suelo después de 14 dias (lheanacho, Okerentugba, Orji, & Ataikiru, 2014),
mientras que A. flavipes, A. fumigatus y A. terreus asimilaron del 13% al 45% de los HPAs
después de 21 dias (Pernia, Demey, Inojosa, & Bricefio, 2012). Otras especies prometedoras
dentro del mismo género son A. sclerotiorum, A. ustus, A. niger y A. terricola (Passarini,
Rodrigues, da Silva, & Sette, 2011) (Godoy, et al., 2016) (Guntupalli, Thunuguntla, Chalasani,
Rao, & Bondili, 2019) (Teng, Wu, & Gong, 2019). Recientemente, Loss y colaboradores (Loss,
et al., 2019) caracterizaron el crecimiento de A. nidulans, A. flavus, A. oryzae y A. fumigatus en
presencia de BaP, demostrando de manera convincente que solo el micelio vivo es capaz de
removerlo significativamente, como se confirmé en nuestro estudio para A. sydowii. Aspergillus
spp. no es el unico género Ascomiceto con una capacidad sobresaliente para eliminar una
amplia gama de HPAs citotdxicos. Otros ascomicetos como Fusarium equiseti, Paecilomyces
sp., Penicillium oxalicum, Penicillium pinophilum, Pestalotiopsis sp., Pseudollascheria boydii,
Talaromyces verruculosus, Trichoderma asperellum y Trichoderma harzianum también han
mostrado una capacidad versatil para degradar los HPAs (Kristanti & Hadibarata, 2015) (Zafra,
Taylor, Absalén, & Cortés-Espinosa, 2016) (Aranda, 2016) (Velmurugan, Lee, Cha, & Lee, 2017)
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(Gao, et al., 2019). La alta salinidad, por su parte, podria afectar negativamente la eliminacion
de los HPAs (Kargi & Dince, 2000) (McGenity T. , 2010).

En la cepa de A. sydowii que estudiamos, la degradacion de los HPAs no se vio afectada por la
salinidad del medio (1 M NaCl) (Gonzalez-Abradelo, et al., 2019). Este resultado esta en
correspondencia con lo reportado por Hidayat y colaboradores (2012) quienes demostraron que
la biodegradacion del criseno no cambid en presencia del halotolerante Fusarium sp. F092
cultivado bajo condiciones salinas y no salinas. Como se ha evidenciado para otros
microorganismos (Zafra, Taylor, Absalén, & Cortés-Espinosa, 2016) (Dacco, et al., 2020)
(Yaguchi, et al., 2020), el origen ecoldgico de A. sydowii podria afectar sus capacidades de
degradacion xenobiotica. Por ejemplo, una cepa de origen marino de A. sydowii fue capaz de
degradar solo el 30% de antraceno después de 14 dias en agua de mar artificial (NaCl 0,5 M)
(Birolli, et al., 2018), mientras que nuestra cepa terrestre mostré6 una degradacion de HPAs
considerablemente mayor. Curiosamente, la cepa de A. sydowii empleada en nuestro estudio
revel6 un perfil similar de degradacién tanto para Phe como para BaP (Figuras 7ay 8a) a pesar
de que estos HPAs exhiben diferente peso molecular, potencial de ionizacién y solubilidad
(Kadri, et al., 2016). En contraposicion, Gao y colaboradores (Gao, et al., 2019) informaron la
remocion preferente de Phe por T. verruculosus.

A laluz de las posibles aplicaciones biotecnoldgicas de A. sydowii para la biorremediacion, cabe
sefalar que los cambios en el pH podrian servir como un indicador de la degradacién de HPAS,
lo que seria relevante para una futura escalabilidad industrial. Sin embargo, no todos los hongos
ascomicetos reportados mostraron cambios de pH similares durante la degradacion de HPAs.
Por ejemplo, el pH disminuy6 gradualmente en cultivos de A. fumigatus durante la degradacion
del antraceno (Ye, et al., 2011), mientras que en P. oxalicum aumenté (Aranda, 2016), lo que
indica diferentes estrategias de degradacion de subproductos en diferentes hongos. El perfil de
actividad enzimética extracelular LME no se correlacioné con el agotamiento de Phe y BaP
durante los 10 dias de cultivo (Fig. 7c). Solo al principio, la produccion de lacasa y manganeso
peroxidasa mostré una tendencia similar a la de las conversiones Phe y BaP. No se observo
correlacion (r = 0,19) entre la actividad de enzimas extracelulares y la degradacién de Phe y
BaP. Esto sugiere la presencia de vias adicionales (probablemente intracelulares) para la
degradacion de Phe y BaP en A. sydowii. Se encontraron resultados similares en P. oxalicum

durante la degradacién del antraceno (Aranda, 2016).
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Perfil transcriptémico e identificacion de subproductos en respuesta ala degradacion de
Phey BaP

Para analizar el transcriptoma de A. sydowii, las muestras de ARNmM se sometieron a
secuenciacion por medio de lllumina HiSeq, dando como resultado 89255452 lecturas con una
longitud promedio de 150 nucleétidos. Del ensamblaje con Trinity, se obtuvieron 33560 contigs
(también conocidos como transcritos), correspondiente a 28751 posibles genes. El perfil de
expresion de las muestras (Figura 8d) mostro la prevalencia de transcritos con bajo nimero de
conteos, lo que podria disminuir la potencia estadistica de la prueba de expresion diferencial.
Por lo tanto, aplicamos un filtro para eliminar los transcritos con bajo nimero de conteos (por
ejemplo, transcritos con conteos por millén (CPM) <1,5 en mas de tres muestras fueron
eliminados), resultando en un conjunto de 13 745 contigs usados para analisis subsiguientes
(Figura 8e). Este paso de filtrado descart6 los transcritos con bajos niveles de expresion en
todas las muestras, lo que permitié una mejor distribuciéon semejante a una distribucion binomial
negativa (como lo supone el método de expresion diferencial, DESeq2, utilizado aqui) (Love,
Huber, & Anders, 2014). El filtrado de transcritos con bajo nimero de conteos también aumenta
el poder estadistico de la prueba.

La agrupacion jerarquica de los perfiles de expresion mostré que las muestras no se separaron
de acuerdo con el grupo de tratamiento (Figuras 8d y 8e), indicando la necesidad de una
normalizacion posterior para recuperar la separacién en grupos de tratamiento. Después de
aplicar los RUV (eliminacion de variaciones no deseadas) todas las muestras tuvieron
distribuciones homogéneas de RLE y clusterizaron como dos grupos diferentes, como puede
verse en el andlisis de componentes principales (Figura 8f). El analisis de expresion diferencial
del transcriptoma de A. sydowii crecido en presencia de HPAs como Unica fuente de carbono
versus un control con glucosa resulté en 170 genes regulados positivamente y 76 regulados
negativamente. El analisis de enriquecimiento de GO de este conjunto de transcritos DE, mostro
gue varios procesos biosintéticos estaban regulados negativamente (Figura 8g), como se
esperaba debido al agotamiento de la fuente de carbono inducido por el tratamiento con los
HPAs. GOs relacionados con la via catabodlica del etanol (GO: 0006068) se encontraron

enriquecidos, reflejando los cambios de la fuente de carbono. Curiosamente, hubo un aumento

44



en la expresidbn de genes asociados con remodelaciébn de la pared celular de hongos,
especificamente las enzimas ramificadoras 1,4-alfa-glucano, posiblemente reflejando la
reestructuracion de la pared celular relacionada con la presencia de xenobidticos como un
estimulo externo (Nishida, Ozato, Matsui, Kuroda, & Ueda, 2013). Por ejemplo, en el tolerante
a solventes Saccharomyces cerevisiae HK-211 ha sido bien documentada la regulacion positiva
de genes que codifican proteinas de la pared celular durante la perturbacién del solvente
(Matsui, 2008) (Nishida, Ozato, Matsui, Kuroda, & Ueda, 2013).

La mayoria de los genes regulados positivamente durante la degradacion de HPAs codifican
proteinas implicadas en la degradacion y el metabolismo de xenobiédticos, desintoxicacion
celular, metabolismo del ADN / ARN, sefiales y respuestas al estrés, y la induccion de genes
implicados en las funciones mitocondriales (por ejemplo, la respiracion y la oxidacién de acidos
grasos), lo que sugiere una modificacion drastica del estado bioenergético de A. sydowii en
presencia de Phe y BaP. Ademas, un gen de la anhidrasa carbdnica (cah) también se encontrd
regulado positivamente en respuesta a la ausencia de carbono. Los genes cah tienen funciones
clave en otros Aspergilli durante la nutricibn mineral en condiciones oligotréficas como se
menciona en este estudio (Xiao, Smeekens, & Wu, 2016) (Loss, et al., 2019).

El transcriptoma de A. sydowii tras la exposicion a HPAs revel6 genes diferencialmente
expresados (DE) que podrian desempefiar un papel importante en el metabolismo xenobidtico,
incluidas las cloroperoxidasas (cpo), CYC (bcl, cyc, cox), NADH ubiguinona oxidorreductasas
(gn), dioxigenasas, deshidrogenasas y la glutatién-S transferasas (gst), entre otras. Solo un gen
cpo se encontré regulado positivamente entre las enzimas extracelulares capaz de degradar los
HPAs. Las cloroperoxidasas son hibridos funcionales extracelulares de hemo-peroxidasas y
enzimas CYP450. Catalizan una amplia variedad de reacciones quimicas como
halogenaciones, deshalogenaciones, deshidrogenaciones de CYP450, asi como oxi y
epoxigenizaciones (insercion de oxigeno) de dobles enlaces en compuestos aromaticos (Wang,
Gerstein, & Snyder, 2009). Las cloroperoxidasas pueden oxidar los sulfuros heterociclicos y
oxidar HPAs como el dibenzotiofeno (Vazquez-Duhalt, Ayala, & Marquez-Rocha, 2001).
Curiosamente, los genes de lacasa (lac) no exhibieron cambios en el nivel de expresién cuando
A. sydowii crecio en presencia de Phe y BaP. Sobre los mecanismos intracelulares implicados
en la degradacion de los HPAs, los genes bcl, cyc y cox también se regularon positivamente

en presencia de Phe y BaP. Los CYC son capaces de catalizar reacciones oxidativas y
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epoxidaciones, y se han investigado por su capacidad para oxidar tiofenos y sulfuros organicos
a sulfoxidos (Sakaki, 2012). Los CYC también pueden oxidar HPAs como el antraceno y el
pireno, y catalizar la formaciéon de antraquinona e 1,8-pirenediona (Kadri, et al., 2016). El
micotratamiento también indujo la expresion de genes que codifican para la NADH- ubiquinona
oxidorreductasa (qr) y la 3-hidroxiantranilato 3,4-dioxigenasa (bnal). Las quinonas
oxidorreductasas (p. ej., NADH-ubiquinona oxidorreductasa) catalizan la biotransformacion de
guinonas en semiquinonas, que son subproductos derivados de los HPAs altamente citotoxicos
(EI-Najjar, et al., 2011), mientras que las dioxigenasas intervienen para formar dihidrodioles. En
esto estudio identificamos la regulacion positiva de los genes de la deshidrogenasa, p. ej. bnal,
la deshidrogenasa / reductasa de cadena corta (sdr) y la deshidrogenasa reductasa
dependiente de FMN (fdh).

Curiosamente, las esterasas (por ejemplo, carboxilesterasa (ces) y aciltioesterasa (acot2)) y la
proteasa [carboxipeptidasa vacuolar (cps)] también se identificaron como DE. Un supuesto gen
redox mitocondrial fmp46, que podria ser requerido en la reduccion de pequefias moléculas
toxicas, también fue regulado positivamente. Otros genes DE codificaron para la glutation-S-
transferasa, tiol-metiltransferasa y N-acetiltransferasa de aminoacidos, capaces de combinarse
con HPAs parcialmente oxidados, glutation, grupos metilo y grupos de aminoacidos
respectivamente (Thuillier, Ngadin, Thion, & Billard, 2011).

Una de las principales causas de la toxicidad por HPAs es la induccion de dafio al genoma,
posiblemente al intercalarse en la doble hélice del ADN (Velmurugan, Lee, Cha, & Lee, 2017).
Este efecto es contrarrestado por la induccion de mecanismos de reparacion y mantenimiento
de la integridad del genoma, algunos de los cuales se observaron en los cultivos con HPAs. Por
ejemplo, la exonucleasa de reparacion del ADN (dre), la tirosil ADN fosfodiesterasa (tdp) y la
nucleosido difosfato quinasa (ndk) se regularon positivamente. Otros genes que desempefian
un papel importante en la recombinacién del ADN, la expresién / estabilidad del ARNm y en el
procesamiento del siARN (p. ej., ADNj, mugl34 y trax), asi como los genes requeridos en el
transporte de proteinas y ARNm a través de la envoltura nuclear (por ejemplo, tpr), se
encontraron también DE. Ademas, los genes implicados en la estructura de la cromatina en
células eucariotas [p. Ej. histonas H4 (hh4) y H2A (genes hh2a)] y un gen de histona lisina o
arginina desmetilasa (jmjc) aumentaron tras la exposicion a los HPAs. Finalmente, la acetil-CoA

reductasa (acr), la aciltioesterasa (acot2) y la tiorredoxina (trx) se encontraron sobreexpresadas.
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Estas estan involucradas en la respuesta celular manteniendo el balance redox de la célula.
Se empled la metaboldémica para determinar los metabolitos intermediarios producidos durante
la biodegradacion de Phe y BaP. Los subproductos directos hidroxilados de HPAs (dihidroxi-
Phe e hidroxi-BaP diol) se identificaron en el sobrenadante del cultivo de A. sydowii después de
3 dias de incubacion. Los &cidos hidroxinaftoico y dihidroxibenceno (catecol) también se
detectaron. No se identificaron metabolitos aromaticos en los sobrenadantes de cultivo después
de 10 dias. Estos resultados sugieren que tanto el Phe como el BaP se mineralizan después de
10 dias de micotratamiento.

La evidencia transcriptomica de la regulacién génica durante la biotransformacion de HPAs nos
permitié proponer posibles vias de degradacion de compuestos poliarométicos en A. sydowii.
Muchos de los pasos metabdlicos en las vias de degradacion de los HPAs son comunes para
una amplia gama de microorganismos, desde bacterias hasta algas, y se encuentran incluso en
plantas (Srivastava & Kumar, 2019). En contraste con las bacterias, donde la degradacion
intracelular de los HPAs se produce por asimilacion (ganan carbono y energia para el
crecimiento), la mayoria de los hongos transforman compuestos aromaticos mediante procesos
co-metabdlicos (donde una parte de los productos de degradacion de estos compuestos son
metabolizados) (Prenafeta, Hoog, & Summerbell, 2019). Sin embargo, los subproductos
encontrados producto de la degradacion de HPAs en bacterias también se pueden encontrar
en hongos (Winquist, et al., 2014). La principal diferencia entre las vias metabdlicas de hongos
y bacterias son las enzimas involucradas, dado que muchas transformaciones pueden ser
catalizadas por varias familias enzimaticas. En consecuencia, proponemos que en A. sydowii
dos vias diferentes ocurren simultdneamente (Figura 9). La primera denominada "via
mitocondrial” involucra enzimas unidas a la membrana de las mitocondrias, incluidos los
citocromos, una CYC oxidasa, deshidrogenasas de cadena respiratoria y una quinona
reductasa. El segundo camino que fue designado como "citosélico”, involucra enzimas solubles
como una dioxigenasa, una deshidrogenasa reductora de cadena corta, una tiol
metiltransferasa, una glutation transferasa y una fructosa 1,6-bisfosfatasa, entre otras. Aunque
consideramos que ambas vias pueden mineralizar eficazmente los HPAs, el mecanismo mas
probable es posiblemente una combinacion de ambos donde los metabolitos intermediarios se
transportan de la mitocondria al citosol y viceversa.

La Figura 9 muestra todas las posibles biotransformaciones de HPAs en A. sydowii, segun la
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identidad de los genes DE encontrados en el analisis transcriptomico. Los valores logFC
obtenidos para aquellos genes DE implicados en ambas vias biodegradativas se encuentran en
concordancia con los reportados en otros estudios 0micos que describen la respuesta
protedmica de P. oxalicum durante la biotransformacion del antraceno (Camacho-Morales,
Garcia-Fontana, & Fernandez-Irigoyen, 2018).

Enzimas extracelulares como peroxidasas y las lacasas se han relacionado ampliamente con
la conversion de HPAs por hongos (Aranda, 2016). El patron de enzimas LME sintetizadas en
A. sydowii (Figura 7c¢) ha sido observado durante la degradacion de la biomasa lignoceluldsica
y otros materiales recalcitrantes. Inicialmente, los hongos degradan la lignina a través de
lacasas y peroxidasas, seguido de esterasas cuando la hemicelulosa se vuelve mas accesible.
En el caso de la asimilacion de HPAs, las peroxidasas y lacasas extracelulares podrian catalizar
la oxidacion enzimatica de anillos fendlicos, mientras que la participacion de esterasas no se
comprende completamente. Ya que muchos hongos ascomicetos producen LME extracelular
para inducir la pudricion blanda de la lignina, la secrecion de esterasas podria estar relacionada
con la activacion de los mecanismos reguladores conservados evolutivamente e implicados en
la degradacién de lignocelulosa. Aunque se ha reportado actividad esterasa en las primeras
etapas de mineralizacion de los HPAs para diferentes hongos (Pozdnyakova, Nikiforova, &
Turkovskaya, 2010) (Gonzélez-Abradelo, et al., 2019), nuestros datos transcriptomicos no
mostraron una sobreexpresion de estos genes en presencia de HPAs en A. sydowii. Por el
contrario, la alta expresion transcriptomica de lacasas se observo previamente en Pleurotus
ostreatus en presencia de naftaleno (Elhusseiny, Amin, & Shebl, 2018), y en T. verruculosus en
presencia de pireno o Phe (Gao, et al., 2019). En conjunto, los perfiles enzimaticos y
transcripcionales de A. sydowii confirman la falta de correlacién entre la produccion de LME y
la degradaciéon de HPAs en varios ascomicetos (por ejemplo, Cadophora luteo-olivacea,
Cladosporium, Lecythophora y P. oxalicum) (Aranda, 2016). Hasta donde sabemos, esta es la
primera evidencia transcriptomica de la implicacion de genes cpo durante la degradacion de
HPAs por hongos. Por escasez de informacion a nivel molecular, no se conocia hasta ahora
gue dicho gen se sobreexpresaba en estas condiciones. Fue hipotetizado que las
cloroperoxidasas podrian ser particularmente importantes en la degradacion extracelular de
HPAs de alto peso molecular (por ejemplo, BaP), con un bajo coeficiente de difusion para la

penetracion a través de la membrana celular (Gao, et al., 2019). Un estudio previo en el
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basidiomiceto Fanerochaete chrysosporium informé genes cpo DE cuando el hongo se cultivo
en un extracto ceténico de roble, lo que indica su papel fundamental en la degradacion
xenobidtica (Thuillier, Ngadin, Thion, & Billard, 2011). Mientras la actividad peroxidasa (por
ejemplo, peroxidasas totales, peroxidasas de lignina o manganeso) suele ser medida en
muchos estudios de exposicién de hongos a los HPAs (Godoy, et al., 2016) (Aranda, 2016)
(Guntupalli, Thunuguntla, Chalasani, Rao, & Bondili, 2019), la actividad de la cloroperoxidasa
no suele ser determinada. La cloroperoxidasa no solo halogena sustratos organicos
susceptibles al ataque electrofilico, pero también posee propiedades de oxigenasa. De esta
manera, se asemeja a las monooxigenasas dependientes de CYP450, miembro de las proteinas
hemotiolato (Chen, et al., 2014), que catalizan una multitud de reacciones de transferencia de
oxigeno (Urlacher & Schmid, 2004). La cloroperoxidasa podria estar involucrada durante la
micorremediacion, en la transformacién de HPAs en quinona (Figura 9) via peroxigenacion (p.
Ej., el oxigeno se origina a partir del H202) (Manoj & Hager, 2001).

Este mecanismo se asemeja a la llamada "derivacion de peroxido en el ciclo catalitico de las
enzimas CYP450 (Nordblom, White, & Coon, 1976) (Sundaramoorthy, Terner, & Poulosl, 1995)
(Matsunaga, Sumimoto, Ayata, & Ogura, 2002) (Denisov, Makris, Sligar, & Schlichting, 2005).
Actualmente, la internalizacion de los HPAs no se comprende bien en hongos. Cuando los
transportadores de antraceno, pireno y BaP se estudiaron en Fusarium solani, solo se observé
un transporte pasivo por medio de las hifas para la absorcion de estos HPASs, el cual no se hall6
correlacionado a ningun proceso de transporte especifico o energético (Verdin, Sahraoui,
Newsam, Robinson, & Durand, 2005). En nuestro estudio no identificamos ningun transportador
de membrana extracelular DE, lo que sugiere que la entrada de HPAs mediante el micelio de
A. sydowii se produce a través de transportadores constitutivos o pasivos. En la "via citosdlica"
(Figura 9), el paso de oxidacion intracelular inicial de los HPAs podria ser catalizado por
dioxigenasas, lo que resulta en la hidroxilacion de dos atomos de carbono adyacentes del anillo
aromatico, generando asi un trans-dihidrodiol. Esta reaccion convierte moléculas hidrofobicas,
a menudo téxicas, en productos mas hidroéfilicos, permitiendo el metabolismo posterior por otras
enzimas (Gibson & Parales, 2000) (Hernandez-Ortega, et al., 2015). Las dioxigenasas utilizan
NAD(P)H como reductor y transfieren electrones al sitio activo para el dioxigeno, un requisito
previo para la hidroxilacion del sustrato (Hernandez-Ortega, et al., 2015). Ambos, el

hidroxibenzo [a] pireno (mono o dihidroxilado) y fenantreno-diol que se identificaron en A.
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sydowii, también se encontraron en diferentes hongos ascomicetos y basidiomicetos: Armillaria
sp., A. niger, Candida sp., Coriolopsis byrsina, P. chrysosporium, P. oxalicum, Pleurotus
pulmonarius y Polyporus sp. (Ning, Wang, Ding, & Lu, 2010) (Hadibarata, Tachibana, & Askari,
2011) (Hadibarata & Kristanti, 2013) (Hadibarata & Chuang, 2014) (Parshikov, Woodling, &
Sutherland, 2015) (Aranda, 2016) (Kadri, et al., 2016) (Agrawal & Sushil, 2017) (Hadibarata,
Khudhair, Kristanti, & Kamyab, 2017) (Birolli, et al., 2018).

Posteriormente, los trans-dihidrodioles de los HPAs se vuelven a aromatizar a través de la
deshidrogenasa reductora de cadena corta para producir un derivado dihidroxilado, similar al
catecol (Ghosal, Ghosh, Dutta, & Ahn, 2016). El catecol se puede transformar por una
dioxigenasa en un semialdehido 2-hidroximuconico, que se puede dividir en acetaldehido y
piruvato para entrar al ciclo del acido tricarboxilico (Fuchs, Boll, & Heider, 2011). De manera
similar, los HPAs dihidroxilados se pueden transformar mediante un dioxigenasa, que media su
incorporacion en la via de degradacion del benzoato. Curiosamente, un intermediario de esta
via es el &cido hidroxinaftoico, identificado en el sobrenadante de A. sydowii (Figura 9). La
presencia de catecol y acido naftoico en la biodegradacion de los HPAs sugieren la eliminacion
mediante dioxigenacion y la posterior meta-escision, lo que conduce a la mineralizacion de los
HPAs, como fue observado en Trichoderma sp., T. asperellum y Poly porus sp. (Hadibarata,
Khudhair, & Salim, 2012) (Zafra, Taylor, Absalén, & Cortés-Espinosa, 2016).

Los HPAs dihidroxilados se pueden conjugar posteriormente en el citosol con tioles, glutation o
monosacaridos, un proceso mediado por el aminodcido tiol-metiltransferasa, la N-
acetiltransferasa, glutation-S transferasa y la glicosiltransferasa, respectivamente (Figura 9). La
conjugacion de HPAs tiene varios propaésitos desde (i) solubilizacién en agua que puede facilitar
su eventual eliminacidn, a (ii) etiqguetado involucrado en el trafico y almacenamiento intracelular,
(i) activacion de las moléculas para etapas metabdlicas posteriores, o (iv) reduccion de la
toxicidad previniendo su interaccion con proteinas y acidos nucleicos (Verdin, Sahraoui,
Newsam, Robinson, & Durand, 2005) (Morel, Meux, Mathieu, & Thuillier, 2013). Al respecto, la
glutation-S-transferasa puede catalizar la adicion nucleofilica del glutatiébn reducido a centros
electrofilicos en compuestos organicos. Los subproductos del glutation derivado de los HPAs
se han identificado como intermediarios en la degradacion de estos (Dasari, Ganjayi,
Yellanurkonda, Basha, & Meriga, 2018).

Por otro lado, la tiol-metil transferasa cataliza la metilacion de los catecoles (Cai, Li, & Zhang,
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2007), que pueden ser transformados mas tarde por una acil-tioesterasa al correspondiente
oxometiltioéter. Las glicosiltransferasas catalizan la transferencia de grupos glicosilo a un
nucleofilo aceptor, con retencién o inversion de configuracion en el centro anomérico, y el
conjugado resultante puede ser transformado por una glicosil hidrolasa (no DE) (Harms,
Schlosser, & Wick, 2011).

Alternativamente, en la "via mitocondrial" propuesta la oxidacion de los HPAs podria ser
catalizada por la CYP-450 monooxigenasas (no DE) para formar un 6xido de areno (Figura 9),
gue a su vez podria transformarse en un trans-dihidrodiol y en HPAs dihidroxilados a través de
los complejos CYC bcl, CYC c y citocromo oxidasa. Estas enzimas pueden realizar
hidroxilaciones a derivados de los HPAs en presencia de peréxido de hidrégeno. Ademas de
estar involucradas en el sistema de transporte de electrones, también son capaces de catalizar
reacciones de tipo peroxidasa (Sakaki, 2012). En las mitocondrias, los HPAs dihidroxilados
puede ser transformados por quinonas reductasas en quinonas y derivados dicarboxilicos de
HPAs, subproductos téxicos de la degradacion de estos (Monks & Jones, 2002). Las quinonas
oxidorreductasas y las dioxigenasas se encontraron sobreexpresadas. en comunidades
microbianas que habitan en suelos contaminados por hidrocarburos (Wang, Li, Zhan, & Zhu,
2016), apoyando un posible papel en degradacion de HPAs. Las reductasas deshidrogenasas
se han descrito también como una de las enzimas capaces de catalizar la conversion de
guinonas en hidroquinonas (Hoffmann & Maser, 2007). Los niveles de expresion de ARNm de
genes qr, sdr y bnal se encontraron DE en cultivos de T. verruculosus suplementados con
HPAs (Gao, et al., 2019), mientras que el proteoma de P. oxalicum revel6 DE la produccion de
estas enzimas en presencia de antraceno (Camacho-Morales, Garcia-Fontana, & Fernandez-
Irigoyen, 2018). Los derivados dicarboxilicos de los HPAs podrian luego combinarse con la
coenzima A (CoA), y en una forma mas soluble, ingresar al catabolismo.

La via de degradacion de los HPAs fungicos actualmente propuesta incluye la oxidacién por la
monooxigenasa CYP450 y la hidratacion catalizada por enzimas del oxido de areno resultante
para producir trans-dihidrodioles mediante la epdxido hidrolasa. Los genes que codifican ambas
enzimas no se encontraron DE en A. sydowii en el momento en que analizamos el
transcriptoma. Ademas, este mecanismo deberia ser mas complejo a medida que los
intermediarios metabolicos son transportados entre el citosol y el espacio entre membranas

mitocondriales como se mencion6 anteriormente.
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Los genes cyc se han asociado en gran medida con la biotransformacion de HPAs en
Ascomycota. Estudios transcriptémicos previos han demostrado que los genes cyc son regulado
positivamente durante el bioagotamiento de HPAs (Hernandez-Lopez, Perezgasga, Huerta-
Saquero, Mourifio-Pérez, & Vazquez-Duhalt, 2016) (Huarte-Bonnet, et al., 2018) (Gao, et al.,
2019) (Loss, et al., 2019). Por ejemplo, en A. niger se observd un aumento significativo en el
nivel de transcripcion de los genes cyc P450 durante la exposicion a Phe (Huarte-Bonnet, et al.,
2018). Aunque generalmente se reconoce que la familia CYP450 juega un papel fundamental
en la degradacion de HPAs por hongos, un estudio reciente indicé que los CYC distintos de los
CYP450 se emplearon en la asimilacién de hidrocarburos (Huarte-Bonnet, et al., 2018). En
concordancia, un analisis transcriptémico en A. nidulans revel6 que el BaP no indujo CYC (Loss,
et al., 2019). El gen cyc c, regulado positivamente en A. sydowii, fue regulado negativamente
cuando T. verruculosus crecid en presencia de pireno o Phe (Gao, et al., 2019). Estas
diferencias sugieren que la respuesta transcripcional de los CYC durante la metabolizacion de
HPAs podria ser notablemente diferente en ciertos hongos, reflejando su ecologia y posiciones

filogenéticas (Huarte-Bonnet, et al., 2018).
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Figura 9. Vias propuestas para el metabolismo del BaP y Phe en Aspergillus sydowii. Las enzimas representadas en
rojo se encontraron reguladas positivamente en el andlisis del transcriptoma. Los metabolitos resaltados en verde se
identificaron en los sobrenadantes del cultivo al dia tres mediante cromatografia liquida de ultra alta resolucion:
andlisis de espectrometria de masas. ACOT2, acil-tioesterasa Il; bcl, citocromo b-c1; BNA1, 3-hidroxiantranilato 3,4-
dioxigenasa; COX, citocromo c oxidasa; CPO, cloroperoxidasa; CYC, citocromo c; EH, ep6xido hidrolasa; FBA2,

fructosa 1,6-bisfosfatasa; FDH, deshidrogenasa reductasa dependiente de FMN; GH: glicosil hidrolasa; GST, glutation
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S-transferasa; GST, glicosiltransferasa; QR, NADH-ubiquinona oxidorreductasa; SDR, deshidrogenasa / reductasa de

cadena corta; TMT, tiol metiltransferasa; NAT, aminoacido N-acetiltransferasa

Mecanismos de desintoxicacion y autodefensa en respuesta a la exposicion

poliaromatica.

La adsorcion fue una de las principales respuestas celulares para mitigar la toxicidad de los
HPAs (Figura 10). El Phe y el BaP, asi como subproductos identificados como intermediarios
metabolicos en este estudio, se pueden adsorber facilmente en la pared celular del micelio
debido a interacciones hidrofébicas (Aranda, 2016). Anteriormente analizamos como la tiol-metil
transferasa, la N-acetiltransferasa aminoacidica y la glutation-S-transferasa podrian estar
directamente implicadas en las vias metabdlicas de los HPAs. Sin embargo, su funcién
inespecifica en el mantenimiento del estado redox de la célula (Thuillier, et al., 2014) podria
explicar también su regulacion positiva en estas condiciones. El analisis transcriptomico revelo
gue el Phe y el BaP inducian el sistema de glutation en A. sydowii (Fig. 10). Este importante
mecanismo de desintoxicacion eucariotico facilita la salida de ciertos metabolitos intermediarios
de los HPAs altamente citotoxicos (Weisman, Alkio, & Colon-Carmona, 2010) (Lenoir, et al.,
2017). El sistema esta compuesto principalmente por la glutation-S-transferasa, el glutation
oxidado y la glutation reductasa (Liu, Ding, Rao, & Zhang, 2017), probablemente involucradas
en la proteccion contra el estrés oxidativo (Morel, Meux, Mathieu, & Thuillier, 2013). Como se
muestra en la Fig.10, este mecanismo de desintoxicacion apunta a una variedad de sustratos
hidrofébicos con glutation para su transporte a vacuolas o al medio extracelular (Morel, Meux,
Mathieu, & Thuillier, 2013). Los conjugados de glutatibn se bombean intracelularmente a las
vacuolas mediante una proteina de repeticion del bucle PQ, de la membrana vacuolar, donde
la serina carboxipeptidasa vacuolar y la carboxilesterasa desempefian un importante papel
catabolico. Ademas, los glutationilatos podrian transportarse extracelularmente mediante
bombas de glutation (Marrs, 1996) (Morel, Meux, Mathieu, & Thuillier, 2013) o ser bombeados
intracelularmente por proteinas multirresistentes dependientes asociadas a glutatién (Morel,
Meux, Mathieu, & Thuillier, 2013). Los conjugados de aminoacidos o azucares también pueden
ser transportado por proteinas asociadas a multirresistencia (Figura 10).

Entre los genes implicados en la homeostasis redox, las tiorredoxinas y la xantina

deshidrogenasas desempefian un papel citoprotector frente al estrés oxidativo causado por la
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asimilacion de los HPAs (Hanschmann, Godoy, Berndt, Hudemann, & Lilling, 2013) (Aranda,
2016) (Figura 10). La acumulacién de los transcritos acr es también una sefial del dafio oxidativo
gue probablemente es inducido por Phe y BaP en A. sydowii. Por otro lado, el gen acot2,
implicado en el metabolismo de lipidos peroxisomales, la oxidacion y el trafico subcelular de
acidos grasos mitocondriales (Tillander, Alexson, & Cohen, 2017), también se encontré DE en
el transcriptoma.

Esta observacion esta de acuerdo con los estudios que informan que las especies reactivas del
oxigeno producidas por el metabolismo de los HPAs causan dafio peroxidativo de lipidos
(Singh, et al., 2007) (Gao, et al., 2019). Nuestros resultados concuerdan con estudios realizados
en otros hongos, informando que los genes que median la reparacion del dafio oxidativo se
regularon positivamente durante la biodeplecion de HPAs (Thuillier, et al., 2014) (Velmurugan,
Lee, Cha, & Lee, 2017) (Camacho-Morales, Garcia-Fontana, & Fernandez-Irigoyen, 2018)
(Loss, et al., 2019). Por el contrario, no encontramos genes DE codificando catalasas (cat) y
superoxido dismutasas (sod) como en estudios sobre A. nidulans, Paecilomyces sp., P.
chrysosporium y P. oxalicum, cuando se cultivan en presencia de xenobioticos (Thuillier, et al.,
2014) (Velmurugan, Lee, Cha, & Lee, 2017) (Camacho-Morales, Garcia-Fontana, & Fernandez-
Irigoyen, 2018) (Loss, et al., 2019).

También se sobreexpres6 un gen que codifica la anhidrasa carboénica durante el tratamiento
con HPAs en A. sydowii. La anhidrasa carbdnica cataliza la hidratacion del CO2 y tiene un papel
importante en el transporte de iones, equilibrio 4cido-base y el transporte acido- base. La
deteccion de CO2 es un proceso crucial para mejorar la supervivencia y proliferacion en
condiciones de crecimiento hostiles (Xiao, Smeekens, & Wu, 2016) (Loss, et al., 2019) (p. Ej.,
PAH como unica fuente de carbono). Las anhidrasas carbdnicas en A. nidulans juegan roles
importantes que responden a los cambios ambientales (Xiao, Smeekens, & Wu, 2016), similar
a las condiciones utilizadas en este estudio.

En conjunto, la regulacion positiva de por ejemplo la tiol metil transferasa (tmt), aminoacido N-
acetil transferasa (nat), gst, glutation reductasa (gr), trx, acot2 y cah refleja la activacién de los
mecanismos de desintoxicacion y autodefensa en A. sydowii cuando se expone a Phe y BaP
(Figura 10).

Se conoce que los HPAs inducen dafio genotdxico y alteraciones epigenéticas. Productos

intermediarios reactivos producidos durante la biodegradacion de Phe y BaP puede unirse
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covalentemente al ADN formando aductos de HPAs -ADN, que aumentan la probabilidad de
mutaciones genéticas. Ademas, el BaP induce la metilacion genética que interrumpe los
patrones de metilacién del ADN en eucariotas (Velmurugan, Lee, Cha, & Lee, 2017).

El andlisis transcriptomico revel6 una regulacion positiva de ciertos genes implicados en los
mecanismos de reparacion del ADN, integridad del genoma y la expresion y estabilidad del
ARNm. Por ejemplo, tdp (gen DE en A. sydowii) elimina una variedad de aductos covalentes
del ADN, necesarios para reparar roturas de doble hebra del ADN causadas por radicales libres
(Kawale & Povirk, 2018). La respuesta al dafio del ADN fue regulada positivamente en el micelio
tratado con HPAs de A. nidulans, Paecilomyces sp. y P. oxalicum (Velmurugan, Lee, Cha, &
Lee, 2017) (Camacho-Morales, Garcia-Fontana, & Fernandez-Irigoyen, 2018) (Loss, et al.,
2019). Ademas, el Phe y BaP afectaron el trafico nuclear de proteinas y ARNm en A. sydowii
ya que los genes trp se encontraron sobreexpresados. La regulacion positiva de los genes jmjc
demostraron que los HPAs pueden causar perturbaciones epigenéticas. Los genes jmjc estan
involucrados en la metilacion de histonas, que afecta notablemente a la regulacion de la
expresion génica (Klose, Kallin, & Zhang, 2006). Finalmente, los genes implicados en el control
del ciclo celular [peptidil-prolil isomerasa (ppi)] también se sobreexpresaron en A. sydowii. Estos
genes influyen en la regulacién transcripcional y se encontraron DE en el proteoma de
Pseudomonas fluorescens durante degradacién de naftaleno (Herbst, et al., 2013). En resumen,
nuestros resultados sugieren que el Phe y el BaP indujeron toxicidad genética en A. sydowii
(Figura 10), contrarrestada por un marcado aumento en el nivel de ARNm relacionado con los
mecanismos de reparaciéon del ADN, ayudando a mantener la estructura del genoma,
previniendo dafios extensos al ADN, regulando la transcripcion y controlando el trafico celular.
La Figura 10 resume la respuesta de desintoxicacion y estrategias de autodefensa ante la
exposicion a HPAs en A. sydowii en condiciones hipersalinas, asi como la regulacion

transcripcional de ciertas enzimas involucradas en el metabolismo de los carbohidratos.
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Fig. 10. Mecanismos propuestos de tolerancia al estrés inducido por HPAs, agotamiento de nutrientes, genotoxicidad
y produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las células de A. sydowii tras la exposicion a benzo [a] pireno
y fenantreno. Transcritos de enzimas o proteinas representadas en rojo se encontraron reguladas positivamente y en
azul reguladas negativamente en el andlisis del transcriptoma. Los metabolitos resaltados en verde fueron
identificados en los sobrenadantes del cultivo al dia tres mediante cromatografia liquida de ultra alta resolucién -
andlisis de espectrometria de masas. ALD, aldolasa; ATP, trifosfato de adenosina; ADNJ, chaperona ADNJ, también
conocida como proteina de choque térmico de 40 kD. Esta involucrada en el estrés celular; DRE, Exonucleasa de
reparacion del ADN; GAL, galactosidasa; GAPDH, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa; GPI, glucosa
fospoisomerasa; GR, glutation reductasa; GSH, glutation; GSSG, glutatién oxidado; GST, glutatién S-transferasa; HH,
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histona; HK, hexoquinasa; MRP, proteina asociada a la resistencia a multiples farmacos (transportador); Pi,
pirofosfato; PQ, proteina repetida de bucle PQ de membrana vacuolar; PFK1, fosfofructoquinasa; RBP, proteina de
union al ARN; TDP, tirosil-ADN fosfodiesterasa; TraX, proteina de unién al ADN; TRX, tiorredoxina; XDH, xantina

deshidrogenasa; XR, xilulosa reductasa.

Cambios morfologicos en A. sydowii en respuesta a condiciones poliaromaticas

Dado que las condiciones de estrés modifican la micromorfologia en los hongos, examinamos
los detalles morfolégicos de A. sydowii cuando fue expuesto a condiciones poliaromaticas
(Figura 11). El micelio de la condicién control con glucosa afiadida se caracterizé por un
crecimiento polarizado sostenido y septacion completa (Figura 11A y B). En los cultivos con Phe
y BaP las hifas presentaron una hinchazoén isotrépica (Figura 11C, D, G — N) y la presencia de
grandes vacuolas en compartimentos subapicales (Figura 11C — N), mientras que los
compartimentos apicales mostraban con frecuencia un crecimiento polarizado (Figura 11C, D,
G — N). Adicionalmente, las hifas fueron mas ramificadas que en los cultivos de control (Figura
11C, D, G -1, L, M). La presencia de Phe y BaP, sin embargo, no imposibilitd la germinacion de

esporas en las condiciones estudiadas (Figura 11J, K, M)
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Fig. 11. Microscopia de contraste de interferencia diferencial del micelio de Aspergillus sydowii.

Ay B. Crecimiento de A. sydowii en presencia de glucosa. C — N. Crecimiento de A. sydowii en presencia de benzo [a]
pireno y fenantreno (Mezcla de HPAs, 1: 1, 100 p.p.m. como concentracion final). (A) Hifas con crecimiento celular
polarizado. (B) Hifa polarizada con tabicacion completa (flechas blancas). (C — N) Hifas (sin crecimiento polarizado)
con hinchazon isotropica de crecimiento celular y expansion vacuolar. Las flechas negras resaltan los compartimentos

apicales con crecimiento polarizado. Las flechas blancas sefialan la tabicacion. Barra de escala: 20 ym
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Toxicidad residual tras micotratamientos con A. sydowii: evaluacion de diferentes
modelos

Se evalud la toxicidad residual después de los tratamientos con A. sydowii en el musgo
Physcomitrella patens, en células mononucleares de sangre humana periférica adulta (MCPB),
y el pez cebra (Danio rerio) para determinar la seguridad de los intermedios metabdlicos
obtenidos de Phe y BaP. Los micotratamientos de HPAs por A. sydowii disminuyeron la
toxicidad de los medios sintéticos desalados que contenian Phe y BaP en los diferentes
sistemas probados (Fig. 12).

El musgo (P. patens) cultivado en un medio expuesto a HPAs con el micotratamiento aumento
su tasa de crecimiento casi dos veces en comparacion con el control sin micotratamiento (Figura
12A). La inmunotoxicidad de los medios tratados también disminuy6 dado que se abolieron los
niveles de transcripcion de TNF-a aproximadamente tres veces cuando los HPAs fueron
biodegradados por el hongo (Figura 12B).

Los andlisis toxicolégicos usando embriones del pez cebra (D. rerio) fueron ideales debido a su
pequefio tamafo y la facilidad al tratamiento a base de agua. Los embriones se cultivaron con
el medio tratado durante 72 h; la letalidad, el desarrollo embrionario y los defectos de
pigmentacion se evaluaron a las 24, 48 y 72 h después de la exposicidén al sobrenadante. A las
24y 48 h posteriores, la letalidad del tratamiento se observo solo en los embriones tratados con
el sobrenadante del segundo dia, mientras que se observd una mejora en la viabilidad con el
sobrenadante tratado a partir del dia cuatro en adelante; los embriones desarrollados en medio
minimo se consideraron como controles (Figura 12C y D). Sin embargo, la viabilidad
embrionaria evaluada a las 72 h postratamiento se vio afectada (Figura 12E). Los embriones
tratados mostraron un ligero retraso en el desarrollo a las 24 h de tratamiento comparado con
el control (Fig. 12F). Después de 48 h de tratamiento, se observé un claro efecto sobre la
pigmentacién, principalmente en embriones expuestos a agua tratada desde el segundo dia en
comparacion con los embriones de control. Se observd una mejora en la pigmentacién en el

resto de los embriones tratados. (Figura 12G y H).
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Figura 12. Toxicidad residual de los HPAs en el sobrenadante del cultivo después del tratamiento con Aspergillus
sydowii.

A. Evaluacion de la fitotoxicidad mediante el analisis de la tasa de crecimiento relativo del musgo Physcomitrella
patens crecido durante 44 dias en sobrenadantes con HPAs y tratados con A. sydowii (Treat), HPAs sin A. sydowii
(Non-treat).

B. Evaluacién de la toxicidad para las células humanas mediante la produccion del factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) por células mononucleares de sangre periférica adulta. (MCPB).

C. Viabilidad embrionaria del pez cebra a las 24 h de cultivo en el sobrenadante desde el dia 0 hasta el dia 10, se
observa una diferencia estadistica al tiempo dos comparado con control o medio minimo (MM) (n = 2173).

D. Viabilidad embrionaria del pez cebra a las 48 h de cultivo en el sobrenadante desde el dia 0 hasta el dia 10, se
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observa una diferencia estadistica en el tiempo dos comparado con control o0 medio minimo (MM) (n = 1131).

E. Viabilidad embrionaria del pez cebra a las 72 h de cultivo en el sobrenadante desde el dia 0 hasta el dia 10, se
observa diferencia estadistica en todos los tiempos en comparacién con el medio de control o minimo (MM) (n = 1065).
F. Retraso del desarrollo embrionario del pez cebra medido a las 24 h de cultivo en el sobrenadante desde el dia 0
hasta el dia 10.

G. La pigmentacion se vio afectada en presencia de HPAs alas 48 h de cultivo en el sobrenadante del micotratamiento
del dia dos en comparaciéon con el medio de control y en dias posteriores en el agua tratada con A. sydowii. * p <0,5,
**p <0,01, *** p <0,001.

H. Embriones del pez cebra a las 48 h de cultivo. Los embriones control mostraron pigmentacion normal en esta etapa
embrionaria; mientras que los embriones tratados con sobrenadante de agua micotratada con HPAs mostraron un

claro defecto en la pigmentacion. Hpf, horas después de la fertilizacion.

Para la evaluacion de la disminucion en la toxicidad de los medios después del micotratamiento
con A. sydowii se utilizaron diferentes organismos modelo. Nuestros resultados demostraron
que la micorremediacion disminuyo la toxicidad.

Existe abundante evidencia de que los HPAs son téxicos para varias especies de plantas con
flores dado que afectan su germinacion (Maila & Cloete, 2002), reduciendo el crecimiento de
sus raices, numero y tamafio de sus hojas e induciendo respuestas al estrés (Alkio, 2005). Las
plantas no vasculares, como los musgos, son, debido a su simple anatomia alin mas sensibles
a los xenobidticos y, por lo tanto, ampliamente utilizados como bioindicadores de contaminacion
del suelo, del aire y del agua (Cortis, et al., 2016) (Pradhan, et al., 2017). En este estudio
utilizamos el musgo P. patens, para determinar la eficiencia de A. sydowii en la reduccién de la
toxicidad de los HPAs. Los analisis de toxicidad previos sobre los efectos de los HPAs,
especificamente Phe y fluoreno, sobre la fisiologia de P. patens demostraron que la presencia
de 0.5 yM de Phe disminuyd su actividad fotosintética durante las primeras 48 h de exposicidon
y que P. patens sintetiza glutation como parte de su estrategia de defensa (Burrit, 2008). Estos
mecanismos de defensa podrian explicar el efecto ligeramente negativo de la HPAs en P.
patens durante nuestro ensayo. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que el micotratamiento
con A. sydowii generalmente mostré un impacto positivo. Ademas, la toxicidad residual también
exhibié una importante reduccion en células humanas de acuerdo con los niveles expresados
del factor TNFa por MCPB expuestos a sobrenadantes después del micotratamiento. Esta bien
documentado que los HPAs inducen inmunotoxicidad, respuestas proinflamatorias y
carcinogénesis (Wang, Lin, Jhang, & Tung, 2017). Por esta razon, utilizamos TNFa como

molécula bioindicadora de inmunotoxicidad después de los micotratamientos.
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El pez cebra (D. rerio) se ha establecido como un modelo para probar los efectos de diversos
contaminantes en estudios toxicolégicos (Ali, Khaligq, Sajid, & Akbar, 2019). El tratamiento de
embriones de pez cebra con los sobrenadantes después del micotratamiento mostroé un efecto
en la viabilidad y en el retraso del desarrollo dependiente del tiempo. Curiosamente los
embriones mostraron solo diferencias estadisticas con respecto a la viabilidad y la pigmentacion
a las 24 y 48 h después del tratamiento solo con sobrenadantes del segundo dia en
comparacion con el control. No se observo diferencia estadistica al comienzo del tratamiento,
posiblemente debido a que el primer dia de cultivo los HPAs se adsorben principalmente en el
micelio. Se observo un claro efecto en la viabilidad, desarrollo y pigmentaciéon cuando comenzo
la degradacion de los HPAs después de 2 dias de tratamiento con A. sydowii; estos efectos se
redujeron cuando los embriones se expusieron al agua tratada a partir del cuarto dia en
adelante. Los defectos en la pigmentacién a las 48 h luego del tratamiento con agua del segundo
dia de cultivo sugieren que la acumulacién de subproductos identificados en el sobrenadante
del cultivo de A. sydowii podrian afectar la acumulacion de melanina. Los embriones cultivados
con HPAs y con micotratamiento se desarrollaron normalmente, lo que demuestra que el
tratamiento de la HPAs con A. sydowii es eficaz para reducir la toxicidad de los HPAs. Sin
embargo; la viabilidad se vio claramente afectada después de las 72 h de cultivo con los
sobrenadantes micotratados; este hallazgo sugiere que incluso cantidades muy pequefas de
HPAs pueden afectar el desarrollo embrionario, haciendo el modelo del pez cebra muy sensible

a la deteccién de contaminantes en el agua.
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CAPITULO 2. Analisis morfolégico y molecular del haléfilo A. sydowii en

condiciones de baja actividad de agua impuesta por tres kosmotropos.

INTRODUCCION

Actividad de agua (aw)

El desarrollo biolégico de los microorganismos en diferentes ambientes esta condicionado por
la disponibilidad de agua. La forma mas comun de referirnos a la disponibilidad de agua en un
ambiente particular es empleando el término aw. La aw se basa en la ley de Raoult para
soluciones ideales, y no toma en consideracion las interacciones del soluto con otros
componentes, excepto con el agua (Grant, 2004). La aw del medio representa la fraccién molar
de las moléculas de agua totales que estan disponibles, y es igual a la relacion que existe entre
la presion de vapor de la solucién, respecto a la del agua pura (P/Po). Se conoce que la aw del
agua pura es 1y la del resto de las soluciones es <1. A bajos valores de aw (<0.9), el agua se
convierte en un factor limitante para la vida. Diferentes tipos y cantidades de solutos presentes
en el ambiente son capaces de disminuir los valores de aw alterando a su vez la presion
osmotica del medio y/o ejerciendo efectos toxicos sobre los organismos (Zajc, et al., 2013). Los
ecosistemas aridos, articos y acuaticos con concentraciones de NaCl =2 1M, se han considerado
como ambientes de baja aw, al igual que los medios donde la concentracion de solutos
organicos o de glucosa es muy elevada = 50% como lo es la miel de abeja. En consecuencia,
para garantizar el crecimiento, los microorganismos desarrollan mecanismos de supervivencia

gue estan estrechamente relacionados con las condiciones especificas de su nicho ecoldgico.

Lavida en condiciones de baja aw

Los organismos capaces de crecer en condiciones de baja aw se conocen comunmente como
xerotolerantes, mientras que aquellos que requieren estrictamente condiciones de baja aw para
su crecimiento optimo se denominan xerdfilos. Los retos impuestos por los iones y solutos
organicos no son necesariamente los mismos. Muchos microorganismos xerofilos que crecen
en alimentos con alto contenido de azucar son tolerantes a bajos niveles de aw impuestos por
iones (Gunde-Cimerman, Ramos, & Plemenitas, 2009). Sin embargo, lo contrario no siempre

es cierto: los microorganismos que crecen en lagos hipersalinos (NaCl = 1.0M), por regla
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general no pueden crecer en medios con similar aw impuesta por solutos organicos (Gunde-
Cimerman, Ramos, & Plemenitas, 2009). En particular, los microorganismos que crecen en
ecosistemas hipersalinos desarrollan mecanismos de adaptacion a altos niveles de iones. Tales
microorganismos se denominan halofilos o halotolerantes en lugar de xerofilos/xerotolerantes
(Gunde-Cimerman, Ramos, & Plemenitas, 2009).

La minima aw que es capaz de sustentar la vida es de 0.61, medida en el hongo xerdfilo
Xeromyces bisporus, mientras que el hongo mas haldéfilo que se conoce actualmente es
Wallemia ichthyophaga, el cual requiere de al menos de un 10% de NaCl para su crecimiento.
Los grupos microbianos xerdfilos y haldfilos estudiados estdn dominados por Archeas y
Eubacterias, con muy pocos ejemplos de microorganismos eucariontes (Grant, 2004). Sin
embargo, dentro de estos ultimos, sobresalen los hongos como modelos para el estudio de los
mecanismos de adaptacion a condiciones de baja aw. Particularmente, varias levaduras y
basidiomicetos filamentosos han sido identificados en lagos hipersalinos y otros ecosistemas
de baja aw (Gunde-Cimerman, Ramos, & Plemenitas, 2009), (Gunde-Cimerman, Zalar, Hoog, &
Plemenitas, 2000). Dentro de la secciéon Wallemiales (basidiomicetos filamentosos), se han
caracterizado especies predominantemente halofilas y algunas xerdfilas, y se han estudiado los

mecanismos de respuestas a condiciones de baja aw (Zajc, et al., 2013).

Mecanismos moleculares que permiten la adaptacién a baja disponibilidad de agua

Existen un nimero de estrategias propuestas que son empleadas por los hongos xerofilos para
sobrevivir en condiciones de baja aw. Entre los mecanismos moleculares que permiten la
adaptacidon a estas condiciones se encuentra la sintesis de solutos compatibles, los cuales
balancean la alta osmolaridad extracelular. La mayoria de los hongos descritos acumulan
glicerol como soluto mayoritario, pero también pueden acumular trealosa, manitol y arabitol,
entre otros (Zajc, et al., 2013), (Kogej, et al., 2008). De acuerdo con su naturaleza, los solutos
compatibles se dividen en: polialcoholes (glicerol, manitol, sorbitol, entre otros), a y B-
aminoacidos y sus derivados (betaina, ectoina, hidroxiectoina, L-aglutamato, p—glutamina,
entre otros), y, por ultimo, azucares y sus derivados (sacarosa, trealosa), etc. En bacterias se
ha reportado la presencia de solutos compatibles como glicina-betaina y glutamato, mientras
gue en hongos se ha descrito la acumulacién de solutos como trealosa, y polioles como manitol,

glicerol, arabitol y sorbitol (Kogej, et al., 2008), (Zajc, Kogej, Galinski, Ramos, & Gunde-
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Cimerman, 2014). En el caso de los polioles, pueden funcionar ademas como compuestos de
almacenamiento de carbono y jugar un papel fundamental en el balance del potencial redox
celular, asi como en la eliminacion de especies reactivas del oxigeno (Witteveen & Visser,
1995).

Sin embargo, el estudio de los mecanismos de homeostasis relacionados con la sintesis y
acumulacion de solutos compatibles en los hongos filamentosos es limitado. Algunos estudios
reportan que el glicerol es el soluto compatible que se encuentra frecuentemente en distintos
microorganismos. Por ejemplo, en estudios realizados en Aspergillus niger se observo que en
micelio “joven” (48-72 horas) se acumula mayoritariamente glicerol, seguido de eritritol, mientras
que en micelio “viejo” (120 horas) se encuentran preferencialmente manitol y eritritol (Witteveen
& Visser, 1995), (Van Leeuwen, et al., 2013). Algunos autores han propuesto que la
acumulacion de solutos compatibles es una de las adaptaciones de mayor importancia
fisioldgica en hongos haldfilos. Se ha reportado que la levadura H. werneckii y el basidiomiceto
W. ichthyophaga, contienen mezclas de polioles (glicerol, arabitol y manitol) (Zajc, Kogej,
Galinski, Ramos, & Gunde-Cimerman, 2014), mientras que en A. niger y Aspergillus nidulans
se ha descrito la acumulacién de trealosa y manitol en las conidiosporas, como una estrategia
de osmoadaptacion a condiciones de hipersalinidad (Van Leeuwen, et al., 2013), (Ruijter,
Visser, & Rinzema, 2004). Sin embargo, el glicerol puede relacionarse no solo a la presién
osmotica, producida por concentraciones elevadas de NacCl, sino también con concentraciones
elevadas de otros solutos, entre ellos la glucosa (Plemenitas, Vaupotic, Lenassi, Kogej, & N.,
2008), (Dakal, Solieri, & Giudici, 2014).

A pesar de estas evidencias el conocimiento acerca de la acumulacion de solutos compatibles
y las estrategias de haloadaptacion se encuentra limitado tanto a nivel molecular como
fisiologico (Zajc, Kogej, Galinski, Ramos, & Gunde-Cimerman, 2014). En hongos filamentosos,
los solutos compatibles han sido escasamente estudiados, por lo que la regulacién de los genes

involucrados en la biosintesis de estos solutos no se conoce claramente.

El glicerol como soluto compatible y la via de HOG

En 1945 se demostr6 que las levaduras xerofilas producian alcoholes polihidricos,

particularmente glicerol, a partir de un proceso de fermentacion del azucar, pero no fue hasta

66



1972 que Brown y Simpson propusieron una funcion fisiolégica para esta acumulacion de
polioles en las levaduras (Brown A. D., 1972). Ellos concluyeron que la funcion primaria de los
polioles (principalmente arabitol y glicerol), era actuar como solutos compatibles, lo que permitia
mantener los procesos vitales de la célula, a la vez que mantenian un equilibrio osmotico entre
el entorno celular interno y la aw externa. De hecho, se ha demostrado, que la acumulacion de
polioles como solutos compatibles, es comun tanto para los hongos ascomicetos como para los
basidiomicetos en respuesta a condiciones de baja aw. En cuestiones de molaridad, el glicerol
es mas eficaz que otros polioles (eritritol, manitol, arabitol) disminuyendo el potencial de agua
micelial, por lo que se considera el soluto compatible de eleccion durante el estrés en
condiciones de baja aw (Kubicek, 2007).

Los estudios comparativos en dos levaduras estrechamente relacionadas, Zygosaccharomyces
rouxii, que es un xerdfilo, y S. cerevisiae (no- xerofila), han demostrado que, aunque ambos
acumulan glicerol en respuesta a una disminucion en la aw externa, los mecanismos difieren. S.
cerevisiae responde a la disminucion de la aw sintetizando més glicerol, mientras que en Z.
rouxii, la cantidad total de glicerol producida no cambia apreciablemente con la aw, pero la
proporcion retenida por las células aumenta en respuesta a la disminucion de la aw (Dingkang,
et al., 2019).

La acumulacion de glicerol por hongos xerdfilos filamentosos, en respuesta a condiciones de
baja aw, fue reportado en 1982 en las especies xerdéfilas Chrysosporium fastidium, Penicillium
chrysogenum y A. niger (Williams & Hallsworth, 2009).

El glicerol se acumula durante las primeras etapas de crecimiento, pero se agota rapidamente
en las ultimas, por ejemplo, durante la produccién de conidios, especialmente cuando los
cultivos se crecen en medios salinos con una fuente de carbono limitada. Algunas especies
liberan glicerol al medio de cultivo, mientras que otras no. Una comparacion entre la especie
xerofila Penicillium janczewskii y la especie no-xerdfila Penicillium digitatum mostré que la
primera liberaba pequefias cantidades de glicerol al medio, mientras que en el medio de cultivo
de P. digitatum, fueron detectadas grandes cantidades de este soluto (Williams & Hallsworth,
2009).

La sintesis de glicerol se regula a través de la via de respuesta al estres HOG (high osmolarity
glycerol)- MAPK (mitogen-activated protein kinase). En S. cerevisiae, el componente principal

de la via es la MAPK activada por estrés (Hog1l), que esta regulada por la quinasa MAPK (Pbs2).
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Los cambios en la osmolaridad son detectados por el osmosensor de membrana (Shol), que a
su vez sefiala la activacion de Pbs2, lo que resulta en la fosforilacién y la acumulaciéon de Hog1.
Esto activa posteriormente la reaccién en cascada que conduce a la sintesis y acumulacion de
glicerol. Los hongos filamentosos (p. Ej., Aspergillus y Neurospora) tienen ortdlogos de todos
los componentes principales de la via HOG (Salazar, Vongsangnak, & Panagiotou, 2009). La
via HOG y su regulacién se han estudiado exhaustivamente en el no-xerdfilo S. cerevisiae, pero
todavia hay muy pocos datos disponibles sobre la expresion diferencial de los componentes
HOG en respuesta al estrés osmaético en hongos xerofilos.

Otro de los mecanismos moleculares desarrollados por los hongos en respuesta a condiciones
de baja aw es el transporte de iones y/o solutos a través de la membrana plasmética, con el
objetivo de contrarrestar el efecto nocivo que puede tener la acumulacion de estos sobre el
funcionamiento de las proteinas intracelulares. En este sentido, las ENA ATPasas juegan un
papel fundamental en la exclusién de iones tdéxicos como el Na*. También se ha descrito la
existencia de un transporte con baja y alta afinidad en el influjo de K* y en el eflujo de Na*; asi
como un balance osmatico establecido por un simporte de Na*-glicerol. La homeostasis
intracelular del hidrogeno (H*), también juega un papel importante en la tolerancia a la salinidad.
La enzima H*-ATPasa genera el potencial de membrana que se requiere para que ocurra el
intercambio K*/Na* en las células. Todos estos mecanismos responden al mantenimiento de la
homeostasis de iones a nivel celular.

En condiciones de hipersalinidad, se ha observado un incremento en el contenido de
aminoacidos acidos (acido aspartico y glutdmico) en las proteinas. Una mayor proporcién de
aminoacidos &cidos es caracteristica de las proteinas expuestas a altas concentraciones de sal,
como se ha observado en las proteinas hal6filas de Archaea (Madern, Ebel, & Zaccai, 2000)
Los aminoacidos acidos en una superficie proteica permiten la unién de grandes cantidades de
sales y agua en condiciones de solvente, y de esta manera mantienen conformaciones solubles
y activas en un ambiente que generalmente es perjudicial para otras proteinas (Siglioccolo,
Paiardini, Piscitelli, & Pascarella, 2011).

Cambios morfoldgicos en condiciones de baja aw

Los principales cambios morfolégicos en hongos en condiciones de baja aw incluyen un

engrosamiento de la pared celular, asi como cambios en su composicion, y el incremento en
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namero y/o tamafio de las vesiculas intracelulares, posiblemente asociadas a la acumulacion
de solutos osmoticamente activos (denominados solutos compatibles) (Kogej, et al., 2008). El
engrosamiento de la pared celular, sin embargo, no es una respuesta generalizada en hongos
halotolerantes como Aspergillus flavus y Penicillium roquefortii, en los cuales disminuye el
grosor de la pared celular (PC) mientras aumenta el de la membrana citoplasmatica.

Los dos parametros principales en la composicion de la membrana celular que juegan un rol
importante en la permeabilidad de esta y en la habilidad de la célula para retener uno de los
solutos compatibles mejor estudiados en hongos (glicerol), son: la composicion y el grado de
saturacion de los acidos grasos en la bicapa lipidica.

Se ha visto que, en condiciones de estrés osmoético, los organismos xeroéfilos incrementan la
fluidez de la membrana en comparacién con los organismos no-xerofilos. Las levaduras
xerdéfilas Debaryomyces hansenii y Hortaea werneckii poseen una menor proporcion esterol-
fosfolipidos que la no-xerdfila Saccharomyces cerevisiae. Ademas, estos organismos pueden
incrementar la desaturacion de los &cidos grasos de una forma mas exitosa, en comparacion
con sus contrapartes no-xeréfilas. El crecimiento en agrupamientos celulares compuesto por
numerosas ceélulas esféricas es otro mecanismo propuesto en el género Walemialles y en
Hortaea werneckii, que potencian la supervivencia en condiciones de estrés (Plemenitas,
Vaupotic, Lenassi, Kogej, & N., 2008).

Se han descrito también variaciones en la morfologia de las hifas y la conidiacion de hongos
haléfilos en condiciones de hipersalinidad. Hongos como Wallemia muriae y Wallemia sebi
desarrollaron hifas con compartimentos mas gruesos y de menor longitud en comparacion a lo
observado en condiciones de baja salinidad.

La melanizacién de la pared celular es otro mecanismo importante que ayuda a mantener una
alta concentracion intracelular de glicerol en H. werneckii a pesar de su membrana altamente
fluida. Este patron de melanizacion tiene variaciones atendiendo a la salinidad, siendo la capa
de melanina menos compacta y con granulos mas pequefios en condiciones de alta
concentracion de NaCl. Los granulos de melanina probablemente limitan la permeabilidad de la
pared celular por la reduccién de los tamafios de sus poros como se ha descrito en
Cryptococcus neoformans (Jacobson & lIkeda, 2005)

La presencia de hidrofobinas (HFBs) en la superficie de la pared celular es una estrategia

particular descrita recientemente en hongos filamentosos. Son proteinas pequefias de
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naturaleza anfipatica, las cuales han sido asociadas con la formacion de los agrupamientos
celulares (Zajc, et al., 2013), la morfogénesis de las hifas aéreas y la adhesion de las hifas a
superficies hidrofobicas (Wdsten, 2001). En los hongos halofilos se ha visto que tienen un mayor
porcentaje de residuos acidicos que sus homologos en hongos no haléfilos, caracteristica
encontrada en arqueas extremofilas. En un estudio transcriptomico de A. sydowii se
describieron 4 genes de HFBs (sih1, sih2, sih3, sih4). En este estudio, sihly sih2 se expresaron
en presencia 2.0 M de NaCl mientras que sih4 se expreso en ausencia de NaCl (Pérez-Llano,
et al., 2020).

En el hal6filo extremo Aspergillus montevidensis y el halotolerante Aspergillus glaucus se ha
descrito que el estrés por la presencia de NaCl promueve el cambio de una reproduccién sexual
a asexual (Ding, Liu, Lu, & Gong, 2019) y ademas la formacion de conidiéforos a través de la
activacion de las vias de sefalizacion Ras y MAPK que estimulan la via central del desarrollo
asexual: “brlA — abaA — wetA” (Liu, Li, & Wu, 2017). Un analisis transcriptémico en el hongo
Aspergillus cristatus mostré que la mayoria de los genes relacionados con la esporulacion,

estan regulados negativamente en condiciones de alta presién osmotica (Ge, et al., 2016)

Kosmotropos y caotropos. NaCl, KCl y Sorbitol

Los solutos iénicos y no-idnicos pueden clasificarse en caotropos o kosmotropos dependiendo
de si son o no disruptores de estructuras acuosas, respectivamente. Los caotropos debilitan las
interacciones electrostaticas y desestabilizan macromoléculas biolégicas mientras lo contrario
es cierto para los kosmotropos (Parmar & Muschol, 2009). La caotropicidad puede limitar el
metabolismo microbiano, la replicacion y la supervivencia. Algunos caotropos pueden penetrar
los dominios hidrofébicos de los sistemas macromoleculares desprendiendo su capa de
hidratacion y asi, a través de su volumen fisico, desordenan las estructuras terciarias y
cuaternarias de los mismos. La serie de iones Hofmeister o Serie Liotropica clasifica
particularmente a los iones en caotropos o kosmotropos de acuerdo con el efecto de estas sales
en la precipitacion de las proteinas (Williams & Hallsworth, 2009).

Tanto el NaCl como el KCI son sales clasificadas como kosmotropos y son capaces de unir
hasta 14 moléculas de agua en su estructura cuando se disocian en sus iones; sin embargo, la

toxicidad que ejercen a nivel celular a altas concentraciones es diferente. Por su parte, el
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sorbitol, es un polialcohol kosmotropo capaz de unir hasta 6 moléculas de agua en su estructura,
por lo que su efecto en la disminucion de la aw es menor respecto al de las sales mencionadas
con anterioridad.

En un estudio realizado por Rath y colaboradores en el 2016 (Rath, Maheshwari, Bengtson,
Rousk, & Cullen, 2012), donde estudiaron el efecto toxico de diferentes sales en la tasa de
crecimiento, mineralizacion y nitrificacion de hongos y bacterias, se determiné que la tasa de
respiracion y el crecimiento fungico eran principalmente inhibidos por NaCl respecto al resto de
las sales estudiadas (KCI, Na2SOa, y K2SOa4). En un articulo publicado por Ramon Serrano en
1996 sobre la tolerancia a la sal en plantas y microorganismos, se planteé que en
Saccharomyces cerevisiae crecida en un medio con glucosa, el NaCl resulté mucho mas toxico
gue una concentracién osmoética equivalente de KCI y sorbitol (Serrano, 1996). Las altas
concentraciones de NaCl (>1M) inhiben la mayoria de las enzimas, debido a la perturbacién del
equilibrio hidrofébico-electrostético entre las fuerzas que mantienen la estructura proteica (Wyn
Jones & Gorham, 1983). Ademas, las funciones de membrana también se ven afectadas por
altas concentraciones de sal, probablemente debido a cambios estructurales en las proteinas.
El sodio es capaz de interferir con diferentes sitios de union a potasio en proteinas y ARN,
mientras que el cloruro interfiere con los sitios anidnicos involucrados en la union al ARN. La
fosfoenolpiruvato carboxilasa, la glutation reductasa y la ribulosa bisfosfato carboxilasa son
enzimas con sustratos anidénicos especialmente sensibles a la inhibicion por cloruro (0,1-0,2 M)
(Serrano, 1996). La inhibicién por sodio puede esperarse en el caso de enzimas activadas por
potasio como la piruvato quinasa, la fosfofructoquinasa y la DPG-almidén sintetasa (Wyn Jones
& Gorham, 1983), sin embargo, no hay informacién sobre la sensibilidad a la sal de estas
enzimas. La toxicidad sddica en células de levadura se ha identificado por medio de la enzima
3',5'-bisfosfato nucleotidasa, implicada en la activacion del sulfato (Glaser, Thomas, & Gaxiola,
1993), (Murguia, Bellés, & Serrano, 1995).

El sorbitol, por otra parte, pertenece al grupo de los polialcoholes y es sintetizado a partir de la
glucosa 6-fosfato por la enzima sorbitol-6-fosfato deshidrogenasa (S6PDH) y sorbitol-6-
pirofosfatasa (S6PP). Un estudio realizado por Gérka-Nie¢ y colaboradores en 2009 (Gérka-
Nie¢, Perlinska-Lenart, Zembek, Palamarczyk, & Kruszewska, 2010), evalué el efecto de 1 M
de sorbitol sobre el crecimiento, la glicosilacion y secrecién de proteinas, asi como la

composicién de la pared celular en Trichoderma reesei. Estos resultados mostraron que la
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presencia de este osmolito afecta la composicidn de la pared celular, la morfologia celular, asi
como la glicosilacion y sintesis de glicoproteinas, todo ello relacionado con el metabolismo de
los carbohidratos.

Los solutos no-idnicos como el glicerol, el sorbitol y la glucosa son menos inhibitorios que el
NaCl. Beuchat y Pitt (1990) (Beuchat & Pitt, 1990) estudiaron la influencia de la glucosa, el
sorbitol y el NaCl (aw: 0,82 - 0,97) en la formacién de colonias en Wallemia sebi y, de acuerdo
con estos resultados, informaron que los diametros de las colonias eran generalmente mas
grandes en los medios que contenian sorbitol. Estos autores reportaron, de igual manera, una
reduccion en el crecimiento de este hongo en presencia de NaCl en comparacion a los solutos
no-iénicos glucosa y glicerol. En su opinion, un fendmeno de difusiébn que ocurre en ambas
direcciones a través de la membrana celular, podria ser la explicacién principal para la reducida
capacidad de crecimiento de los hongos observada con NaCl. Los iones Na* y CI- difunden
desde un area de alta concentracion (medio PDA) hasta un area de menor concentracion
(células fungicas). Este fendmeno conduce a una mayor pérdida de agua de la célula y es mas
marcado en el caso de los solutos iGnicos que los solutos no-idnicos.

Los reportes sobre la posible vida en condiciones extremadamente altas de solutos
cosmotrépicos (estabilizantes como: NaCl, KCl y Sorbitol), son escasos para procariontes y casi
ausentes para el dominio Eucariota, incluidos los hongos (Serrano, 1996), de ahi la pertinencia

de este proyecto.

Aspergillus en condiciones de baja actividad de agua

Los hongos ascomicetos filamentosos, en particular del género Aspergillus, son quizas los
hongos xerofilos degradadores de alimentos de mayor importancia econdémica. Crecen
Optimamente en climas templados y tropicales (minimo 9°C, 6ptimo 25-30°C) y toleran tanto las
temperaturas elevadas (maximo 40-47°C) como condiciones de baja aw. Es por este motivo que
son modelos especialmente atractivos 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 (Grant, 2004) (Tabla 1). Por ejemplo, varias especies de Aspergillus

caracterizadas como xerofilas/haldfilas son eficientes en la degradacion de biomasa, la
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degradacion de compuestos organicos recalcitrantes y la produccion de compuestos de valor
afiadido que las hacen potencialmente atractivos para la industria.

Tabla |l. Actividad de agua minima inhibitoria para el crecimiento de microorganismos en alimentos. (Tomado de
(Grant, 2004)).

a,, value prokaryotes yeasts moulds

0.97-0.95 Clostridium spp.
Pseudomonas spp.
Escherichia spp.
Bacillus spp.
Pediococcus Spp.
Citrobacter spp.

Vibrio spp.
Lactobacillus spp.
0.95-0.90 Streptococcus spp. Rhodotorula spp. Rhizopus spp.
Corynebacterium spp. Pichia spp. Mucor spp.
Micrococcus spp. Candida spp.
Trichosporon spp.
0.90-0.85 Staphylococcus spp. Saccharomyces spp. Cladosporium spp.
Hansenula spp.
Torulopsis spp.
0.85-0.80 Zygosaccharomyces bailii Aspergillus patulum
0.80-0.75 haloarchaea Aspergillus glaucus
Aspergillus conicus
Aspergillus flavus
< 0.70 Zygosaccharomyces rouxii Xeromyces bisporus

ANTECEDENTES

A. sydowii y baja actividad de agua

A. sydowii es un hongo halofilo que se encuentra de forma ubicua en varios nichos
ecolégicos, desde suelos cercanos al Artico hasta regiones tropicales (Butinar,
Frisvad, & Gunde-Cimerman, 2011). Su capacidad para la produccién de enzimas
y la degradaciéon de biomasa lo han convertido en un modelo atractivo para la
industria, por lo cual actualmente se dispone de su genoma secuenciado. Contar
con este organismo modelo hara mas factible la anotacién funcional y la
identificacion de genes durante los analisis transcriptémicos. Este hongo es capaz
de crecer en un rango de temperaturas que van desde los 4 — 40°C, aunque
optimamente crece entre los 22 — 28°C y 1 M de NaCl. Al igual que otros miembros

de su género, A. sydowii es capaz de crecer en condiciones de baja actividad de

73



agua (0.75 — 0.81) (Pasanen, Korpi, Kalliokoski, & Pasanen, 1997). Este hongo ha
sido estudiado principalmente por su potencial biotecnolégico como productor de
metabolitos secundarios y enzimas ligninoliticas. Sin embargo, a la fecha no hay
suficiente informaciéon acerca de los mecanismos de haloadaptacion y/o
xerotolerancia de hongos ascomicetos como este, por lo que seria interesante una
caracterizacion méas profunda de las estrategias que le permiten contrabalancear
la presidbn osmotica y/o contender con la toxicidad causada por las altas

concentraciones de solutos como el NaCl, KCI y Sorbitol en el medio circundante.
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Hipotesis
Realizar un estudio detallado de la morfologia y la expresion génica de A. sydowii
en condiciones de baja aw impuesta por los kosmotropos NaCl, KCl y Sorbitol, nos

permitira comprender los mecanismos de adaptacion de este hongo a dichas

condiciones.

Objetivo general:

Analizar las adaptaciones moleculares y morfolégicas de A. sydowii ante
condiciones de baja aw (impuesta por NaCl, KCl y Sorbitol).

Objetivos especificos:

1. Seleccionar el tiempo de extraccion del ARN mediante la evaluacion del
crecimiento de A. sydowii en condicién éptima de aw (0.5 M NaCl~0.98 aw).

2. Analizar comparativamente el transcriptoma de A. sydowii crecido en condicidon
Optima de aw (0.5 M NaCl~0.98 aw) vs condicion de baja aw (5.13 M NaCl ~0.75 aw).
3. Analizar comparativamente el transcriptoma de A. sydowii crecido en condiciones
de baja aw (5.13 M NaCl, 4.87 M KCl y 3.45M Sorbitol~0.75 aw).

4. Analizar comparativamente la huella metabdlica de A. sydowii (impuesta por
NaCl, KCl y Sorbitol), mediante FF MicroPlate y Microarreglos Fenotipicos (PM)

5. Caracterizar los cambios morfolégicos de A. sydowii en condiciones de baja aw
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Materiales y métodos

Seleccion del tiempo de extraccién del ARN

Se cultivé el hongo A. sydowii en medio de cultivo liquido (YMA) a 0.5M de NaCl
(0.98 aw). Se determind la tasa de crecimiento mediante la medicion del peso
hamedo y peso seco de la biomasa total durante 6 dias en esta condicion optima de
crecimiento de la cepa, con el objetivo de seleccionar el tiempo de extraccion del
ARN (Figura 13).

200 mL de medio de cultivo YMA

- NaCl (0.5M)

- 150rpm

- 28°C - =
- 7dias o

seca(g)

Cantidad de biomasahumeda/

. Filtrar | =3
(Extraer | ‘ Pesar micelio
Filtrar \ micelio) / \
(estéril)
— Tiempo (dias)
A
— r N
Ext l iceli =1 = =" - 50 mL de medio de cultivo YMA
xtraermicelio - NaCl: a, 6ptima (0.5 M NaCl)
| —» awOptima - 0.2 g de micelio
. ‘2 . - 150 rpm
Lavar overnight en solucién salina & @5 @ . 28°C
(0.5M NaCl-0.98 a,) - 6dias (diariamente)

|

Controles: (-) 0.5M (S/I
Inocular ontroles: (-) (S/0

Figura 13. Metodologia empleada para evaluar el crecimiento de A. sydowii en condiciones de aw

o6ptima (0.5 M NacCl).

Extraccion del ARN total y secuenciacion y analisis del ARNm de A. sydowii

La purificacion del ARN se realiz6 mediante el mediante el método del fenol acido,
segun las instrucciones del fabricante (Chomczynski & Sacchi, 1987). Se emplearon
3 réplicas de cada uno de los cultivos crecidos durante 4 dias en condicion Optima
(0.5 M NaCl~ 0.98 aw, 28°C y 150 rpm) y en condiciones de baja aw (5.13 M NaCl,
4.87 M KCl y 3.45M Sorbitol~0.75 aw, 28°C y 150 rpm) (Figura 14). La integridad y
pureza del ARN se evalué inicialmente mediante electroforesis en gel de agarosa

(1% de agarosa en tampon MOPS, 0.9% formaldehido).
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Figura 14. Metodologia empleada para obtener el ARN total de A. sydowii en condiciones de aw 6ptima

y aw minima

Posteriormente, las muestras se analizaron mediante electroforesis capilar (Qubit
ARN Assay Kit and Agilent bioanalyzer) para determinar el RIN (del inglés ARN
Integrity Number).

La construccion de bibliotecas, asi como la secuenciacion del ARNm mediante la
técnica ARN Seq se realizaron en las instalaciones de Macrogen, Korea. Para ello
se utilizé el lllumina TruSeq ARNm library prep kit. El control de calidad de las
bibliotecas se realizé utilizando un Qubit ADN assay and Agilent bioanalyzer. Las
bibliotecas se agruparon y cuantificaron mediante qPCR. El andlisis de la calidad de
las secuencias se realiz6 mediante el software FASTQC (Brown, Pirrung, & McCue,
2017). Dados los parametros de calidad obtenidos, fue necesario realizar un pre-
procesamiento de las lecturas. Para ello se utilizaron varias herramientas
bioinforméaticas como el rCorrector y bbnorm, para la eliminacion de k-meros
erroneos en las lecturas, seguido de Trimmomatic, para remover los adaptadores
resultado del proceso de secuenciacion y finalmente se uso
RemoveFastqcOverrepSequenceReads.py para remover las secuencias

sobrerrepresentadas (Freedman A. , 2016).
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Transcriptoma: ensamblaje de novo y anotacion funcional

El ensamblaje de las secuencias se realizé de novo utilizando el software Trinity
(Haas, et al., 2013). La anotacion de las secuencias ensambladas se realizo
mediante BLAST (Expectation value: 1e-3, Open Gap Penalty: 9, Gap Extension
Penalty: 2) en la base de datos RefSeq utilizando el software Blast2GO (Gotz, et al.,
2008). Para la cuantificacion de la abundancia de los transcritos se utilizé el
programa Kallisto (Li & Dewey, 2011). Los niveles de expresion se reportaron en
transcritos por millon (TPM) (Conesa, et al., 2016) (Wagner, Kin, & Lynch, 2012).

Anadlisis de expresion diferencial de genes

Los analisis de expresion diferencial (ED) se realizaron utilizando el software
Blast2GO, que a su vez utiliza el programa edgeR el cual permite la identificacién
de genes expresados diferencialmente en una condicién experimental versus la
otra. El paquete de software edgeR que pertenece al proyecto Bioconductor (un
proyecto de cédigo abierto para el andlisis de datos gendmicos en R (Gentleman,
et al., 2004), 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 expresion en todas las condiciones, es decir, aquellos que tenian menos
de dos conteos por millén de lecturas (cpm<2). Se consideraron como DE aquellos
transcritos con logFC>2 y FDR<0.05. Mediante CPM Filter se establecié un filtro
para excluir genes con conteos bajos en las librerias ya que estos genes pueden
interferir con las aproximaciones estadisticas posteriores. El filtrado se realiz6 sobre
una base de conteos por millén (CPM), que tiene en cuenta las diferencias en el
tamafio de las librerias entre las muestras. El método estadistico de normalizacion
utilizado fue TMM. Se utiliz6 un disefio simple que realiza una comparacién 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 sobre la taza de error cuando el
namero de réplicas es bajo. El flujo de trabajo a seguir para realizar este analisis de

expresion diferencial se describe en la Figura 15.
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Figura 15. Flujo de trabajo a seguir para realizar el andlisis de expresion diferencial empleando el
software Blast2GO.

Analisis de enriqguecimiento de términos GO y vias metabdlicas.

La anotacion de términos de GO se realizé mediante el programa Blast2GO (G6tz,
et al.,, 2008). Para la determinacion del enriquecimiento se utilizé el método
computacional de Fisher 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 biologico (BP),
Funcion Molecular (MF) y Componente Celular (CC). En cada caso se graficaron
los términos mas significativos de acuerdo con estos métodos y se realiz6 el analisis

de los niveles de expresion de los transcritos anotados con esos términos.
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Analisis comparativo de la huella metabdlica de A. sydowii (impuesta por
NaCl, KCl y Sorbitol), mediante FF MicroPlate

Para el analisis de la huella metabdlica de A. sydowii, se procedio a cultivar el hongo
en condicidbn Optima como se describio previamente. El micelio fue lavado
inicialmente con PBS 1X, transferido a un tubo estéril de 15ml conteniendo 2ml de
este reactivo y macerado completamente con una espatula. Luego se afiadieron al
tubo 9ml de fluido de inoculacion (IF) y el equivalente a una aw de 0.75 para cada
uno de los solutos anteriormente mencionados (NaCl, KCI y Sorbitol).
Posteriormente la suspension fue filtrada y macerada al mismo tiempo usando un
colador de células de 40 um y el émbolo de una jeringa, hasta que los niveles de
absorbancia a 490nm y 750nm fueron de 0.2. La suspension fue posteriormente
inoculada de acuerdo con el protocolo de Biolog FF-MicroPlate (100 pl por placa) e
incubada a 28 °C durante 7 dias. La DO fue medida diariamente a 490nm y 750nm
(Gryta Agata, Oszust, & Kotowicz, 2016).

Analisis fenotipico de microarreglos

Para caracterizar fisiol6gicamente las capacidades metabdlicas de A. sydowii en
condiciones baja aw, se evalué la asimilacion de diferentes fuentes de fosforo, azufre
y nitrégeno por este hongo utilizando la tecnologia Biolog Phenotypic MicroArray
(PM) (Biolog, Hayward, CA, Estados Unidos). Se utilizaron las microplacas PM3B y
PMA4A, la primera para determinar la utilizacién de nitrdgeno y la segunda de azufre
y fosforo. Las placas se inocularon siguiendo el protocolo de Viti y colaboradores
(Viti, Decorosi, Marchi, Galardini, & Giovannetti, 2015) con las siguientes
modificaciones: se afiadié a la mezcla de inoculacién el equivalente a una aw de
0.75 para cada uno de los solutos anteriormente mencionados (NaCl, KCl y
Sorbitol). Posteriormente la suspensiéon fue filtrada y macerada al mismo tiempo
usando un colador de células de 40 um y el émbolo de una jeringa, hasta que los
niveles de absorbancia a 590nm fueron de 0.2. La suspension fue posteriormente
inoculada de acuerdo con el protocolo de Biolog PM3B y PM4A (100 pl por placa) e

incubada a 28 °C durante 7 dias. La DO fue medida diariamente a 590nm y 750nm.
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Caracterizacion de los cambios morfolégicos de A. sydowii en condiciones de

baja aw

Para el analisis morfologico fue inoculado 0.1g de micelio fresco en placas de YMA
conteniendo NaCl (aw=0.98) y NaCl, KCIl y Sorbitol a 0.75 aw. Estas placas fueron
incubadas por 7 dias a 28°C en la oscuridad. Las caracteristicas generales de
crecimiento de las colonias como: elevacion, presencia de surcos y/o estructuras de
reproduccion, pigmentacion de los conidios y caracteristicas de las hifas hialinas del
borde de la colonia fueron observadas con un estéreo AmScope con FMAO050 fixed
adapter y camara acoplada AmScope MU1000, con los objetivos 0.7x y 2X%, en los
dias 0,3 y 7. Para la obtencion de las imagenes de las hifas, ramificaciones y
estructuras de reproduccion las muestras fueron observadas en un microscopio de
campo claro AmScope T720 acoplado a una caAmara AmScope serie MU1000, con
los objetivos 10x, 40x y 100x. Para evitar la ruptura de estas microestructuras
durante la preparacién de las muestras se utilizé la técnica de cultivo en portaobjetos
0 microcultivo permitiendo asi la recuperacion de estructuras intactas. La
observacion de microestructuras se realizé en las 3 condiciones usando azul de
lactofenol como tincion. Para el procesamiento de imagenes se utilizaron los

programas Imagej FIJI y Photoshop.

Resultados y Discusion
Perfil transcriptdmico de A. sydowii en respuesta a condiciones de baja aw

Planteamos la hipotesis de que los mayores cambios transcripcionales tienen lugar
durante la fase activa de crecimiento de A. sydowii. Por lo tanto, determinamos la
tasa de crecimiento de esta cepa mediante la medicidn del peso himedo y seco de
su biomasa en la condicién éptima de crecimiento (0.5 M NaCl, 28°C y 150 rpm),
para elegir el marco de tiempo apropiado para el analisis transcriptomico. La tasa
de crecimiento de A. sydowii fue exponencial entre los dias 2 y 6 (R2 = 0,996,
Spearman coeficiente de correlacion). Por tanto, la extraccion del ARN total para el
analisis del transcriptoma se realiz6 después de 4 dias de cultivo (Figura 16a), lo

gue se corresponde con la mitad de dicha fase exponencial.
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Figura 16. Andlisis del transcriptoma de Aspergillus sydowii en condiciones de baja aw

A. Curva de crecimiento de A. sydowii en el tiempo en su condicién 6ptima de crecimiento (0.5 M NacCl,
28°Cy 150 rpm).

B. Diagrama representativo de la cercania entre muestras de un mismo grupo y con muestras de grupos
diferentes basado en los datos transcriptomicos obtenidos en este estudio.

C. Distribucién de las muestras en un analisis de componentes principales, agrupadas por grupos de
tratamiento

D. Representacion gréafica de la media de genes diferencialmente expresados en este estudio; genes
con un logFC>2: regulados positivamente (rojo) y con un logFC<2: regulados negativamente (azul).
Genes con niveles de expresion invariables se representan en negro.

E. Grafica que muestra el nimero de genes DE compartidos o no entre las diferentes condiciones de
estudio evaluadas. Las barras verticales muestran el nimero de genes que se cruzan entre las
comparaciones, indicado por los circulos negros conectados debajo del histograma. Las barras
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horizontales muestran el tamafio del conjunto de genes.
F. Diagrama de Venn que muestra la superposicion entre los genes expresados diferencialmente en las

diferentes comparaciones.

Esto concuerda con lo planteado por Zajc y colaboradores en el 2013 (Zajc, et al.,
2013) para la secuenciacion del genoma y transcriptoma del hongo halofilo
Wallemia ichthyophaga, asi como lo reportado por B. Wang y colaboradores en el
2010 (Wang, Guangwu, Wang, & Ying, 2010) para el analisis del transcriptoma de
Aspergillus oryzae. A nivel molecular esto se traduce en que, en el punto maximo
de la fase exponencial se han traducido el mayor numero de enzimas relacionadas
el crecimiento del hongo en estas condiciones, por lo que, si se pretende realizar un
analisis transcriptomico de A. sydowii en estas condiciones, es acertado
seleccionar, para la extraccion del ARN, un tiempo que se encuentre a la mitad de
dicha fase exponencial, dado que, a diferencia de lo que ocurre en organismos
procariontes, donde la transcripcion y la traduccidn 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 traduccion), en organismos eucariontes son dos
procesos independientes separados en tiempo y espacio, ya que la transcripcion

ocurre en el nlcleo mientras que la traduccion ocurre en el citoplasma de la célula.

Para analizar el transcriptoma de A. sydowii, las muestras de ARNm se sometieron
a secuenciacién por medio de lllumina HiSeq, se analizé su calidad mediante el
software fastqc y se procedi6é a su depuracion. Posteriormente, se ensamblaron de
novo mediante el software Trinity. En este estudio se compararon las lecturas
correspondientes a la condicién 6ptima de aw (0.5 M NaCl ~ 0.98 aw) vs la condiciéon
de baja aw (5.13 M NaCl ~ 0.75 aw). En este caso, el transcriptoma contiene 35825
fragmentos ensamblados (contigs) los cuales pertenecen a 20178 posibles
estructuras génicas (Tabla 2), donde el 50% de las bases ensambladas se
encuentran en contigs de al menos 1898 bases de longitud. Seguidamente se
ensamblaron las lecturas correspondientes a las 3 condiciones de baja aw (5.13 M
NacCl, 4.87 M KCl y 3.45M Sorbitol). En este caso, el transcriptoma contiene 35825
fragmentos ensamblados (contigs) los cuales pertenecen a 20178 posibles
estructuras génicas, donde el 50% de las bases ensambladas se encuentran en

contigs de al menos 1898 bases de longitud.
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La agrupacion jerarquica de los perfiles de expresion mostré que las muestras se
separaron de acuerdo con el grupo de tratamiento y por réplicas (Figuras 16b y 16c),
ademas se observl una mayor cercania entre grupos de sales que con respecto a
las muestras con sorbitol. En la tabla 2 y la figura 16d se muestran el nimero de
genes regulados positiva y negativamente en las comparaciones del analisis de

expresion diferencial llevado a cabo en este estudio.

Tabla 2. Genes diferencialmente expresados (positiva y negativamente) en las condiciones evaluadas
en el transcriptoma de A. sydowii en condiciones de baja aw.

Condiciones # Genes DE # Genes # Genes
regulados (+) regulados( )

Baja actividad de agua

NaCl (aw=0.75) 524 243 281
KCI (aw=0.75) 11160 318 842
Sorbitol (aw=0.75) 2609 572 2037

En nuestro estudio se observé ademas cierto nimero de genes compartidos entre
las diferentes condiciones de cultivo evaluadas, de acuerdo con las comparaciones
realizadas (Figura 16e y 16f). 177 genes se compartieron en condiciones de baja aw
impuestas por sales, lo que nos habla de una posible funcién de estos relacionada
con el estrés i6nico y 105 genes se encontraron exclusivamente en presencia de
NaCl (0.75 aw), los que podrian estar involucrados con la toxicidad de este ion a

nivel celular.

El enriquecimiento de términos GO para el conjunto de genes DE en las condiciones
de estudio antes mencionadas reveld que en condicién 6ptima vs baja aw impuesta
por NaCl los principales procesos biolégicos regulados fueron la biosintesis de
acidos grasos (G0:0000036) (Figura 17 y Anexos), lo que posiblemente represente
un aumento en la fluidez de la membrana y ha sido observado en algunos hal6filos
como H. wernekii y A. pullulans (Kogej, Ramos, Plemenitas, & Gunde-Cimerman,
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2005); y la actividad de proteinas quinasas (G0O:0000079), lo cual se corresponde
con la activacion de la cascada MAPK o Via de Hog que tiene lugar en respuesta a
este tipo de estrés (Plemenita$, et al., 2014). Por otro lado, se encontr6 regulada
positivamente la remocién de radicales superoxido (GO:0034599), lo cual es un
indicativo de que el estrés salino a 5.13M de NaCl también resulta en un estrés
oxidativo (Michael, Manuela, Mark, Thomas, & Breitenbach-Koller, 2015). De igual
manera se observo una regulacion positiva en el transporte transmembrana de
manosa (G0:0015761) y amino&cidos (GO:0006865) y la sintesis de estos Uultimos
como el glutamato (GO:0019676) y aspartato (GO:0008652), lo que podria estar
relacionado con la adaptacion a los cambios en la osmolaridad celular provocados
por la presencia de NaCl en el medio. Asi mismo se encontrd enriquecida la entrada
de glucosa a la célula (GO:0005887), la que pudiera servir como materia prima para
la sintesis de compuestos como el glicerol. De igual manera, con el objetivo de
obtener glucosa y por ende energia en estas condiciones de estrés, se vieron
enriquecidos procesos como la gluconeogénesis (G0O:0015976) y el ciclo del
glioxilato (GO:0009514). En la comparacion realizada entre las muestras en
presencia de NaCl vs KCI en condiciones de baja actividad de agua (Figura 17 y
Anexos), se observé la regulacidon positiva de la sintesis de triptofano
(G0O:0000028), prolina (G0O:0018208) vy lisina (GO:0004755), asi como procesos
metabolicos relacionados con la sintesis de glicerol (GO:0062197), lo cual es
indicativo de la utilidad de estos compuestos en contender contra las condiciones
de baja actividad de agua impuesta por KCI. En la comparacion realizada entre las
muestras en presencia de NaCl vs Sorbitol en condiciones de baja actividad de agua
(Figura 17 y Anexos), se encontraron regulados, ademas de la mayor parte de los
procesos anteriormente mencionados, procesos glucoliticos (GO:0006096) vy
relacionados al Ciclo de Krebs (GO:0006099), probablemente con el objetivo de
metabolizar las grandes cantidades de sorbitol presentes en el medio. Por ultimo,
en la comparacion realizada entre las muestras en presencia de KCl vs Sorbitol en
condiciones de baja actividad de agua, se encontraron de igual manera
enriquecidos, la mayoria de los procesos anteriormente mencionados (Figura 17 y

Anexos).
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Figura 17. Enriquecimiento de términos GO y vias metabdlicas del transcriptoma de A. sydowii en
condiciones de baja aw.

Respuesta transcripcional de A. sydowii a condiciones de baja aw, impuesta

por NaCl.

La Viade Hog y la estrategia de solutos compatibles

En el transcriptoma de A. sydowii se encontraron activados al menos 10 procesos
relacionados con la respuesta transcripcional a condiciones de baja aw impuesta por
NaCl. Entre estos procesos se encuentran: la via de Hog, el transporte de solutos a
través de la membrana plasmatica, cambios en la composicion de la PC, la
respuesta al estrés oxidativo, el Ciclo de Krebs, la via de fosfatos, procesos
energéticos, la regulacion de factores de traduccion, el control de calidad de las
proteinas y la via biosintética de aminoacidos, por solo mencionar algunos (Figura
18y 19). En este trabajo se mencionan lo genes relacionados con cada uno de estos
procesos y su rol en contender con estas condiciones extremas de salinidad.

Entre los genes DE se encontraron varios anotados como proteinas quinasas y

MAPK, lo que sugiere que la Via de Hog o la sintesis de solutos compatibles
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probablemente se encuentren activas en estas condiciones. Ademas, se identifico
la sobreeexpresion del gen sInl, una histidina-quinasa de membrana que actua
como osmosensor ante cambios en la presion de turgencia o elasticidad de la
membrana producto de la hipersalinidad del medio (Plemenitas, Vaupotic, Lenassi,
Kogej, & N., 2008). En condiciones de estrés osmotico, la autofosforilacion de sinl
se reprime y sskl (segunda enzima en la cascada MAPK) es subsecuentemente
desfosforilada. Esta enzima se une entonces y activa a ssk2 provocando su
autofosforilacion. La ssk2 activada es entonces capaz de unirse y fosforilar a pbs2
que activa finalmente a la MAPK hogl, la cual a su vez induce la expresion de genes
osmoreguladores y de respuesta al estrés. Entre estos genes se encuentra aquel
gue codifica para la glicerol 3-P deshidrogenasa (Gpdl), enzima clave en la sintesis
de glicerol (cataliza la conversion de la dihidroxiacetona fosfato a glicerol-3-P),
también DE en este estudio. El glicerol es ampliamente utilizado por la célula ya sea
como fuente de carbono, en la sintesis de glicerofosfolipidos y triacilglicéridos, para
combatir el estrés oxidativo y ayudar a mantener la turgencia celular (Plemenitas, et
al., 2014).

Otro de los solutos compatibles encargados de mantener la estabilidad osmotica en
la célula es la trehalosa. En nuestro estudio se encontré DE la enzima responsable
de su sintesis, la trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS1). Actualmente se conoce que la
trehalosa no es Unicamente una fuente de carbono, sino que ademas tiene una
funcion protectora frente a varios tipos de estrés. En el hongo A. nidulans se ha visto
gue la trehalosa se acumula en respuesta a estrés oxidativo, estrés por calor y
durante la conidiacion, no siendo asi en el caso del estrés osmaotico (Pérez-Llano,
et al., 2020). La trehalosa es capaz de actuar ademas como protector intracelular
durante la deshidratacién debido a su capacidad Unica para reemplazar el agua de
forma reversible tras la deshidratacion de las bicapas de fosfolipidos (Hallsworth &
Magan, 1994). Estos mecanismos, de ser confirmados mediante la cuantificacién
de trehalosa, pudiera constituir una estrategia novedosa de respuesta a estrés

osmatico en haléfilos.
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Figura 18. Genes DE (Up y Down) correspondientes a los principales procesos regulados en A. sydowii
en respuesta a condiciones de baja aw.

La importancia del metabolismo energético en A. sydowii.

La estrategia de solutos compatibles requiere una alta aportacion de energia para
mantener las correspondientes concentraciones de soluto intracelular y la
homeostasis i6nica (Gostin¢ar, Lenassi, Gunde-Cimerman, & Plemenitas, 2011). La
adaptacién a la alta demanda energética es claramente visible en A. sydowii en
condiciones de baja aw. El metabolismo de produccion de energia pareciera estar
activado por la regulacion positiva de genes que codifican para las enzimas del Ciclo
de Krebs (malato y glutamato deshidrogenasas) la via de las pentosas fosfato (6-
fosfogluconato deshidrogenasa), y la modulacion del almacenamiento energético
(UDP-galactosa 4-epimerasa). El aumento del suministro de energia también se
combina con la sintesis de proteinas, que se apoya en la regulacién positiva de
factores reguladores de la traduccion (factor de iniciacion de la traduccion

eucarionte #5), la regulacion positiva de los componentes del control de calidad de
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las proteinas (familia de chaperonas Hsp70) y el transporte (aminoacido permeasa)

(Gostincar, Lenassi, Gunde-Cimerman, & Plemenitas, 2011).

Sistemas de transporte en condiciones de baja aw

La mayoria de los hongos halofilos cuentan con un gran nimero de sistemas de
transporte para mantener la homeostasis y el equilibrio ibnico a ambos lados de la
membrana plasmatica, y ademas eliminar iones toxicos como el sodio. En nuestro
estudio, 4 transportadores tipo ABC se expresaron diferencialmente. La super
familia de proteinas ABC (ATP-binding cassette transporter) transportan diversos
tipos de sustratos, incluidos azucares, aminoacidos, antibioticos, lipidos, esteroles,
péptidos, metabolitos endégenos y iones (Pérez-Llano, et al., 2020). De acuerdo
con Pérez-Llano y colaboradores en el 2020, los genomas de A. sydowii y
Aspergillus versicolor revelaron un gran numero de genes que codifican para este
tipo de transportadores, los que podrian tener un papel en asegurar una rapida
absorcion de ciertos aminoacidos bajo condiciones hipersalinas. En nuestro
transcriptoma se encontraron, ademas, otros 2 transportadores de aminoéacidos DE.
La osmorregulacion en procariontes en respuesta a la alta salinidad a menudo
implica la acumulacién de aminoacidos como la prolina y la betaina, pudiendo ser
el caso de los hongos hald6filos que crecen en medios ricos (Pérez-Llano, et al.,
2020).; sin embargo, la contribuciébn de los transportadores ABC en la
halotolerancia, permanece inexplorada en hongos halofilos.

La superfamilia de transportadores MFS también se encontré DE (4 genes). Esta es
la familia mas grande de transportadores secundarios y muestran una amplia
especificidad de sustrato que va desde iones a carbohidratos, lipidos, aminoéacidos,
péptidos, nucledsidos y otras moléculas (Quistgaard, Léw, Guettou, & Nordlund,
2016). El transportador tipo simporte de glicerol/H+ (Stl1), es un miembro de esta
familia y juega un papel fundamental bajo condiciones de estrés hiperosmotico,
como se havisto en S. cerevisiae y W. ichthyophaga (Plemenita$, Konte, Gostincar,
& Cimerman, 2016). En nuestro estudio, también se expresaron diferencialmente 2
transportadores de Na+/Ca+ y 1 transportador de cationes. De acuerdo con lo
planteado por PlemenitaS y colaboradores en el 2016, los transportadores de

cationes previenen la acumulacion intracelular de NacCl, y asi evitan los efectos
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toxicos que tendria esta sal, mientras mantienen, al mismo tiempo, una alta relacion
KCI/NaCl, que es necesaria para el pleno funcionamiento de la célula, otra tarea

crucial en ambientes con alta salinidad.

Cambios fisioldgicos, a nivel de membranay PC en respuesta al estrés salino.

La respuesta transcripcional de A. sydowii a nivel de composicion y remodelacion
de la PC sufri6 cambios significativos en estas condiciones de extrema salinidad.
En A. sydowii, al menos 11 diferentes transcritos codificando 8 quitina sintasas se
han identificado bajo condiciones de estrés salino (Pérez-Llano, et al., 2020). En
nuestro estudio se encontraron diferencialmente expresadas la quitina sintasa y la
quitinasa, enzimas encargadas de la sintesis y degradacion de quitina,
respectivamente. La quitina es un polimero lineal de B-1,4-N-acetyl-glucosamina,
esta localizada muy cerca de la membrana celular y se entrecruza con a (1-3)-
glucanos formando un nucleo hidrofébico rigido rodeado por B (1-3)-glucanos
entrelazados. Este polimero ayuda a mantener la forma y rigidez de la PC, de ahi la
importancia de regular su sintesis y degradacion en condiciones de baja aw.
Adicionalmente, el gen algl, que codifica para la alpha-1,2-mannosyltransferasa,
involucrada en la remodelacion o modificacion de las fibras de quitina, también se
expreso diferencialmente.

La glicosilfosfatidilinositol anclada a membrana (GPI anchored) es una familia de
proteinas que juegan un rol fundamental en la morfogénesis y organizacion de la
PC en hongos, y 3 genes que codifican para esta enzima se expresaron
diferencialmente en nuestro transcriptoma. Dos funciones se han asignado a estas
proteinas, dependiendo de su localizacién en la PC. En primer lugar, aquellas
unidas covalentemente a polisacaridos tienen diversas funciones biol6gicas como
filamentacién, apareamiento, floculacion o adhesion a la matriz celular externa, y se
denominan GPI-manoproteinas En segundo lugar se encuentran las GPI de union,
involucradas en la biosintesis de la PC. En este grupo se encuentra la familia de las
glucanosiltransferasas (GEL), responsables de la elongacion y acortamiento de los
B (1-3)-glucanos (Bruneau, 2001). De hecho, en nuestro estudio, se encontraron DE
3 genes que codifican especificamente para esta familia y 4 codificando a

glucanasas, que, como su nombre lo indica, estan encargadas de romper los
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enlaces glucosidicos de los glucanos.

Finalmente, 2 genes que codifican para la familia de las glicosidasas (CRH), también
parte de las GPIl-anchored, se expresaron diferencialmente. Las glicosidasas son
responsables de la transglicosilacién, formando enlaces quitina-glucano. La
delecién de los genes crh en Candida albicans, incremento la elasticidad de la PC,
reduciendo su supervivencia ante un shock osmotico, mientras que la
sobreexpresion de estos genes tuvo un efecto osmoprotector. En A. sydowii a 2M
de NaCl también se reporto la presencia de un homologo del gen crh (Pérez-Llano,
et al., 2020).

En resumen, si la funcion de las proteinas GEL es abolida, o el contenido de
glucanos disminuye por accion de las glucanasas, el contenido de quitina en la
pared celular se incrementaria por medio de la quitina sintasa DE, y viceversa. Esto
podria ser un mecanismo compensatorio para restaurar la rigidez de la PC,
indicando un balance entre la proporcion de B (1-3)-glucanos y la produccion de
quitina.

La quitina se sintetiza a partir de la uridina difosfato-N-acetilglucosamina (UDP-
GIcNAc), que también es un donante de azUcares para la sintesis de glicoproteinas,
glicosaminoglicanos y las GPI anchored. En eucariotas, la UDP-GICNACc se sintetiza
a partir de fructosa-6-fosfato (Fru-6P) y L-glutamina en una cascada de cuatro
reacciones enzimaticas. La cuarta de esas reacciones es catalizada por la enzima
UDP-GIcNAc pirofosforilasa (UAP1). La UAP1 (E.C.2.7.7.23) es miembro de la
familia de nucledtido difosfato pirofosforilasas. Esta enzima cataliza la sintesis de
UDP-GIcNACc a partir de UTP y GIcNAc-1P y también la pirofosfordlisis inversa de la
UDP-GIcNACc (UTP + GICNAC-1P e UDP-GIcNAC + PPi) (Olawale G. Raimi, 2020).
La UAP1 se encontr6 DE en este estudio y como se menciond anteriormente, es
parte crucial en la cascada de sintesis de quitina y proteinas GPI anchored, que
responden a cambios en la osmolaridad celular.

Muchos organismos eucariotas son capaces de adaptarse a cambios osmoticos
dada su habilidad para modificar la composicion de esteroles de sus membranas
celulares. La 3-Hydroxy- 3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) reductasa (HMGR, EC
1.1.1.34), es el principal regulador del flujo metabdlico en la via del mevalonato para
la biosintesis de esteroles, y cataliza la deacilacion reductiva NADPH dependiente,
de HMG-CoA a mevalonato. Esta enzima, DE en nuestro estudio, es crucial para la
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produccion biosintética de esteroles y otros isoprenoides (Vaupotic, Veranic,
Petrovic, Gunde-Cimerman, & Plemenitas, 2008). Poco se sabe sobre la regulacion
de la actividad de la HMGR en el grupo de hongos haléfilos moderados a extremos
gue se han adaptado a crecer en ambientes hipersalinos (Gunde-Cimerman, Zalar,
Hoog, & Plemenitas, 2000), sin embargo, Vaupoti¢ y colaboradores en el 2008
demostraron que la actividad de la HMGR es crucial para la halotolerancia, asi como
para los cambios en la prenilacion de proteinas en respuesta a cambios de salinidad
(Vaupotic, Veranic, Petrovic, Gunde-Cimerman, & Plemenitas, 2008). La accion de
esta enzima posiblemente incremente la fluidez de la membrana, lo que se observé
previamente en las levaduras halotolerantes H. werneckii y Aureobasidium pullulans
(Kogej, Ramos, Plemenitas, & Gunde-Cimerman, 2005). Otra enzima DE en nuestro
estudio fue la fosfatidilserina descarboxilasa, la cual conecta el metabolismo de los
glicerolipidos con la produccion de glicerol y juega un rol fundamental en la sintesis
de fosfolipidos. En plantas y hongos, los fosfolipidos han servido de intermediarios
claves en la sintesis de glicerol y como mensajeros secundarios cruciales en
respuesta al estés osmotico via activacion de la fosfolipasa C (Meijer & Munnik,
2003).

En el haléfilo extremo Aspergillus montevidensis y el halotolerante Aspergillus
glaucus se ha descrito que el estrés por la presencia de NaCl promueve el cambio
de una reproduccién sexual a asexual (Ding, Liu, Lu, & Gong, 2019) y la formacion
de conidi6foros a través de la activacion de las vias de sefializacion Ras y MAPK
que estimulan la via central del desarrollo asexual: “brlA — abaA — wetA” (Liu, Li,
& Wu, 2017). Un paso clave y esencial para el desarrollo del conidiéforo es la
activacion del gen brlA, que codifica un factor de transcripcién de dedos de zinc,
C2H2 (DE en nuestro estudio), que induce la expresién de otros genes necesarios
para el desarrollo asexual. El gen wetA, también DE en nuestro transcriptoma,
funciona en la fase tardia de la conidiacion y juega un papel fundamental en la

sintesis de componentes cruciales de la PC (Yu, Mah, & Seo, 2006).

Respuesta al estrés oxidativo y dafio al genoma en A. sydowii

Se ha demostrado que los ambientes hipersalinos desencadenan la acumulacién

de especies reactivas del oxigeno (ROS) en varios organismos eucariotas (Gunde-
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Cimerman & Gostincar, 2018). Como era de esperarse en estas condiciones, las
respuestas al estrés osmotico y oxidativo se superponen. En la célula podemos
encontrar 3 ROS principales: la reduccion del oxigeno molecular (O2) produce anion
superoxido (O2), que se convierte, mediante la actividad de la superoxido dismutasa
(DE expresada), en peréxido de hidrogeno (H202), el cual se reduce por completo
mediante la actividad de catalasas o peroxidasas a agua, o es parcialmente
reducido (a través de la reaccion de Fenton catalizada por iones ferrosos) a radical
hidroxilo (HO*). En nuestro estudio se encontraron DE una peroxidasa y una hemo
peroxidasa. El dafio causado por el (O2), esté dirigido principalmente a proteinas
con grupos protésicos Fe-S. Los HO« son extremadamente oxidantes y causan
dafios indiscriminados a los principales grupos de biomoléculas. En comparacion a
esto, el H202 es una molécula pequefia, no cargada y relativamente estable que
puede difundir a través de las membranas biolégicas, dafiando principalmente a
proteinas Fe-S (Warris & Ballou, 2019).

La superfamilia del citocromo p450 (CYPs), de igual manera, juega un papel
fundamental contra el estrés oxidativo. Se conoce que varios CYPs fangicos
desempefian un rol critico en el metabolismo primario y secundario y la degradacion
de xenobioticos. En nichos ambientales limitados (tales como ambientes con baja
disponibilidad de agua), algunos hongos utilizan metabolitos secundarios para
competir contra otros organismos, incluyendo bacterias, plantas, animales e incluso
otros hongos, y los CYPs han sido relacionados directamente con la biosintesis de
dichos metabolitos. Ademas, uno de los CYPs fungicos mejor estudiados (CYP51),
media el metabolismo primario de la biosintesis de ergosterol, el cual, como vimos
anteriormente, es necesario para la regulaciéon de la fluidez y permeabilidad de la
membrana en estas condiciones. Adicionalmente, el CYP55, otra enzima
desintoxicante, también se ha visto que exhibe actividad NADH-peroxidasa (Shin,
Kim, Lee, & Son, 2018). En nuestro estudio, se encontraron 6 genes CYPs DE.

La cisteina sintasa (DE en nuestro estudio), como su nombre lo indica, es la enzima
responsable de la sintesis de cisteina (Cys), un aminoacido crucial en la respuesta
celular antioxidante. Por poner un ejemplo, la Cys 32 y la Cys 35, son sitios activos
importantes para la actividad y conformacion de la tiorredoxina, enzima involucrada
en la remocion de ROS, particularmente H202 (Matsuzawa, 2017).

En nuestro estudio, analizamos también la transcripcion de genes relacionados con
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la oxidacion lipidica, ya que es un proceso fuertemente inducido por el estrés
oxidativo (Busch & Binder, 2017). Encontramos DE a la enzima succinyl-CoA-3-
ketoacid-coenzyme A transferasa, cuya funcién central es el catabolismo de los
cuerpos cetdnicos. Aunque el vinculo entre esta enzima y el estrés oxidativo no se
ha estudiado exhaustivamente, en la bacteria Burkholderia pseudomallei, se ha
sugerido que esta enzima responde a ROS, y es necesaria en la transferencia de
CoA del succinil-CoA a lipidos oxidados, durante el estrés oxidativo.

La aconitasa es una enzima del Ciclo de Krebs que cataliza la isomerizacion de
citrato a isocitrato via cis-aconitato. Esta enzima (DE en nuestro estudio), es un
importante mediador del estrés oxidativo, el metabolismo y la regulacion del hierro
(Fazius, Shelest, Gebhardt, & Brock, 2012).

En condiciones de baja actividad de agua también observamos una respuesta
transcripcional relacionada con dafios al genoma. Encontramos en este trabajo
genes DE cuyas funciones principales estan relacionadas con la estabilidad del
genoma y la reparaciéon del ADN, tal es el caso de la UvrD-helicasa; la proteina de
recombinacién y reparacion del ADN, radC; la proteina de reparacion por escision
del ADN, rad2 y la enzima de replicacion y prevencion de dafio al genoma, Rfx1.
Igualmente encontramos DE a la histona deacetilasa (Hst4). Esta clase de enzimas
eliminan los grupos acetilo de la N-acetil-lisina en las histonas, permitiendo que las
histonas envuelvan el ADN mas firmemente (Camile, Semighini, Goldman, & Harris,
2005). Otra enzima DE fue la Histona metiltransferasa, encargada de transferir 1, 2
0 3 grupos metilo a los residuos de lisina y arginina en las histonas. Este proceso
de metilacion de las histonas es la principal modificacion epigenética de la
cromatina, que determina la expresion génica, la estabilidad genémica, entre otros

procesos.
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Respuesta transcripcional de A. sydowii a condiciones de baja aw, impuesta

por tres kosmotropos (NaCl, KCI y sorbitol).

En el transcriptoma de A. sydowii crecido en presencia de NaCl, KCl o sorbitol a un
minimo de aw de 0.75, se encontraron diferencias en la transcripcion de genes
involucrados en modificar la composicion de la membrana plasmatica; un
mecanismo descrito en respuesta a altas concentraciones de sales en hongos
halotolerantes (Gunde-Cimerman, Ramos, & Plemenitas, 2009) (Figura 18 y 19). La
HMGR (3-Hydroxy- 3-methylglutaryl-CoA) se encontré DE Unicamente en presencia
de NaCl y de igual manera se encontraron dos genes codificando una acyl-CoA
dehydrogenase, cuya funcion es catalizar el paso inicial en cada ciclo de -
oxidacion de &cidos grasos en las células eucariotas, liberando FADH: y acetyl-CoA.
Este ultimo puede ser usado posteriormente en la sintesis de glicerol (principal
soluto compatible en condiciones de baja aw), ademas de proveer energia
metabdlica para el crecimiento del hongo, desempefiando un rol fundamental bajo
condiciones de estrés osmatico. Estas diferencias respecto a la presencia de KCl o
sorbitol pueden deberse a que, en presencia de altas concentraciones de NacCl, las
funciones a nivel de membrana se ven mas afectadas y hay mayores cambios
estructurales a nivel de proteinas (Gimmler, Kaaden, Kirchner, & Weyand, 1984).

Los cambios génicos transcripcionales asociados a la construccion, deconstruccion
y remodelacion de la PC fangica sugieren que, en A. sydowii, esta estructura es
extensamente modificada en condiciones de baja aw. Curiosamente, encontramos
expresados diferencialmente el doble de genes relacionados con este proceso en
presencia de NaCl vs KCl y sorbitol. Ademas, las enzimas UAP1 y quitinasa solo se
expresaron diferencialmente en presencia de NaCl. Se ha sugerido que los hongos
son mas tolerantes a la exposicion aguda a la sal que las bacterias para tres de
cuatro sales (KCl, Na2S04, K2S04), excepto para NaCl. Las paredes celulares
quitinosas de los hongos ofrecen una mejor proteccion contra la pérdida de agua, lo
gue los hace mas resistentes a los cambios de humedad (Strickland & Rousk, 2010).
Seria razonable que esto también ofreciera proteccién contra el bajo potencial
hidrico provocado por una mayor concentracion osmética. De acuerdo con esta
prediccidn, se ha demostrado que los hongos son capaces de hacer frente a la alta

presion osmotica causada por altas concentraciones de sustratos organicos. Sin
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embargo, en presencia de altas concentraciones de NaCl, ocurre un fenédmeno de
difusién a ambos lados de la membrana celular, lo que conduce a una mayor pérdida
de agua de la célula'y es mas marcado en el caso de solutos idnicos que en solutos
no iénicos. Esto podria explicar por qué en presencia de 5.13 NaCl, los cambios a

nivel de PC son mas acentuados.

Figura 19. Representacién esquematica de los genes DE encontrados en el transcriptoma de A. sydowii
en 0.5y 5.13 M NaCl, 4.87 M KCl y 3.45M de Sorbitol.
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Entre las adaptaciones principales a condiciones de baja aw en hongos se encuentra
el aumento en la concentracion de solutos compatibles intracelulares. Como se
mencion6é anteriormente, en A. sydowii, algunos transcritos asociados con el
metabolismo de estos osmolitos se expresaron diferencialmente en respuesta al
estrés osmotico. Sin embargo, en relacion con la activacion de la via HOG, no hubo
cambios significativos cuando comparamos las 3 condiciones de estudio (NaCl, KCI
y sorbitol). Estudios previos sefialan que la via HOG se activa por un aumento en la
concentracion de diferentes sustancias quimicas (NaCl, KCI, sorbitol), lo que
demuestra que la activacion esta relacionada con el cambio osmaético mas que con
el aumento en la concentracion de una sustancia especifica (Gustin, Albertyn,
Alexander, & Davenport, 1998), lo cual explicaria los resultados obtenidos en

nuestro estudio. No obstante, Unicamente en presencia de NaCl se encontraron DE
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las enzimas trealosa-fosfato sintasa y L-arabinitol 4-deshidrogenasa, responsables
de la sintesis de trealosa y arabitol, respectivamente. Esto sugiere la necesidad de
mantener estables la presion de turgencia, el volumen celular y la concentracion de
electrolitos (todos elementos importantes para la proliferacion celular) en
condiciones de estrés osmotico asociado fundamentalmente a la presencia de NacCl
en el medio de cultivo. Ademas de los polioles, existen otros tipos de moléculas
organicas como los aminoacidos y sus derivados capaces de actuar como solutos
compatibles. En nuestro estudio se encontr0 DE la enzima prolina oxidasa
Unicamente en presencia de NaCl. Esto coincide con lo reportado por Kai-Hui Liu y
colaboradores en el 2017 para el andlisis transcriptomico del hongo Aspergillus
montevidensis crecido en condiciones hipersalinas (4.5M NacCl) (Liu, Li, & Wu,
2017). La prolina es un osmolito que se acumula en respuesta a varios tipos de
estrés como déficit de agua y salinidad. Ademas de estar asociado al balance
osmotico estabiliza complejos proteicos, elimina radicales libres y es una fuente de
carbono y nitrégeno para el crecimiento de los organismos. La prolina oxidasa es
una enzima clave en el ciclo de la prolina donde también se genera glutamato, otro
aminoécido que se ha visto juega un rol fundamental en la osmoproteccion en varias
bacterias. En presencia de NaCl también se encontré6 DE la enzima NADP-
glutamato deshidrogenasa encargada de la sintesis de este osmolito (Ben Rejeba,
et al., 2015).

Con relacién al numero de sistemas de transporte, el analisis de expresion génica
mostré un mayor enriquecimiento cuando el hongo crecié en presencia de NaCl vs
KCly Sorbitol. Esto, probablemente con el objetivo de regular los niveles y el flujo a
través de la membrana plasmatica de iones toxicos como el sodio (Na+) (Rath,
Maheshwari, Bengtson, Rousk, & Cullen, 2012). Se encontré6 ademas DE,
Gnicamente en presencia de NaCl, un bromodominio perteneciente a la familia de
reguladores transcripcionales capaces de unirse a residuos acetilados de lisina en
las histonas. Estudios previos han demostrado que estos bromodominios juegan un
rol fundamental en mdltiples tipos de estrés incluyendo salinidad, altas
temperaturas, etc, ademas de que su delecién causa disfuncion mitocondrial y
apoptosis bajo condiciones de estrés salino (Chen, Xie, Cai, Yang, & Duan, 2013).
En el estudio realizado por Chen y colaboradores en el 2013 en S. cerevisiae se
demostré ademas que la expresion de la enzima HAL2 esta regulada por dicho
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bromodominio. HAL2 codifica para una nucleotidasa 3'-bifosfato, encargada de
convertir un producto intermediario de la asimilacion de sulfato, la 3'-
fosfoadenosina-5"-fosfato (pAp) en AMP y Pi. La activicad de esta enzima se inhibe
a altas concentraciones de sodio provocando la acumulacion de pAp. Si pAp se
acumula es capaz de inhibir la actividad de la 5-3"-exoribonucleasa y bloquear la
sintesis de metionina, de ahi la importancia de la regulacion de esta enzima (Chen,
Xie, Cai, Yang, & Duan, 2013).

Diferentes condiciones de estrés, incluyendo la privacién de agua debido a altas
concentraciones de un soluto en particular causan dafio oxidativo a las células. La
relacion entre la capacidad antioxidante de un hongo y la halotolerancia a nivel
genomico ha sido investigada solo recientemente en el hal6filo W. ichthyophaga, los
halotolerantes H. werneckii y A. pullulans (Gostincar, Lenassi, Gunde-Cimerman, &
Plemenitas, 2011) y nuestro hongo en estudio A. sydowii (Jiménez-Gbémez, et al.,
2020). En nuestro estudio se investigoé la respuesta celular antioxidante de A.
sydowii expuesto a tres condiciones de baja aw: NaCl, KCl y sorbitol basado en la
respuesta transcripcional de este hongo. Curiosamente, en presencia de KCI el
namero de enzimas relacionadas con este fendmeno fue mayor respecto a las dos
condiciones de estudio restantes. Se encontraron DE en KCI la tioredoxina, la
catalasa y la familia de chaperonas Hsp20 y Hsp12. La tioredoxina es una proteina
redox pequefia involucrada en la remocion de ROS particularmente H202, capaz de
activar proteinas de sefializacion como las peroxiredoxinas y las quinasas. Las
catalasas por su parte protegen las células del dafio oxidativo almacenando iones
Fe (Il) para asi evitar la formacién de radicales libres y convertir el peroxido de
hidrogeno en agua y oxigeno. Finalmente, las heat-shock proteins (HSP) son
chaperonas moleculares involucradas en la estabilizacion y renaturalizacion de
proteinas mal plegadas.

Por otro lado, estudios en cultivos celulares de tabaco indicaron que
concentraciones osmoticas equivalentes de sorbitol y manitol son menos inhibitorias
del crecimiento que iguales concentraciones de NaCl. Sin embargo, el KCI resultd
ser incluso mas toxico que el NaCl (La Rosa, Handa, Hasegawa, & Bressan, 1985)
lo cual pudo deberse a una mayor absorcion de iones cloruro procedentes del KCI
respecto al NaCl. Esto podria explicar lo observado en nuestro estudio.

Con relacion a los cambios en la estrategia reproductiva de A. sydowii en
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condiciones de baja aw, se observé una sobrexpresion de enzimas relacionadas con
este fendmeno fundamentalmente en presencia de NaCl. Tal es el caso de los
factores de transcripcion Zn (11)2Cys6 y C2H2 que se ha visto que controlan
positivamente la reproduccion asexual en muchos hongos filamentosos (Chung,
Choi, Park, Jeon, & Lee, 2013) (Gil-Duran, et al., 2015). Estos resultados son
consistentes con los reportados para A. montevidensis y Aspergillus glaucus (Liu,
Ding, Rao, & Zhang, 2017). De igual manera se encontraron Unicamente DE en
presencia de NaCl los genes wetA (mencionado anteriormente en este trabajo) y
flbD, requerido para la iniciacion de la conidiacion y la activacion del gen brla,
anteriormente mencionado en nuestro estudio (Park & Yu, 2012).

Otro dato interesante en nuestro estudio fue encontrar DE a la enzima gliceraldehido
3-P-deshidrogenasa en presencia Unicamente de sorbitol. Esto concuerda con lo
reportado por Luisa Neves y colaboradores en la levadura halotolerante
Debaryomyces hansenii (Neves, Oliveira, & Lucas, 1997), donde demostraron que
esta enzima se inhibia cuando este organismo creia en presencia de 3M de NaCl y
KCI. Ademas de esta enzima clave en la via glicolitica, encontramos también que,
en presencia de sorbitol, la mayoria de las enzimas asociadas al ciclo de Krebs se
encontraban DE. Tal es el caso de la citrato sintasa, isocitrato deshidrogenasa,
succinato deshidrogenasa, fumarasa, malato deshidrogenasa y piruvato
carboxilasa. Esto es indicativo por un lado de la necesidad energética de la célula
para mantener estable la concentracion intracelular de solutos y la homeostasis
iGnica y por otro de la probable transformacién de sorbitol a fructosa (mediante la
sorbitol deshidrogenasa DE en nuestro estudio), que puede llegar a convertirse en

piruvato y alimentar este ciclo de manera constante.

99



Huella metabdlica de A. sydowii en condiciones de baja aw examinada usando

la FF Microplate de Biolog

En este estudio se realiz6 el primer analisis comparativo de la huella metabdlica de
A. sydowii en condiciones de baja actividad de agua usando la FF Microplate de
Biolog.

Se evaluaron por triplicado 5 condiciones: control (sin sales ni solutos afadidos),
NaCl (0.98 aw), NaCl (0.75 aw), KCI (0.75 aw) y Sorbitol (0.75 aw), en este caso
cada uno de estos compuestos empleados se afiadi6 al fluido de inoculacion y luego
junto con el hongo fueron inoculados en las placas correspondientes, las cuales
cada una contenia 96 fuentes de carbono distintas.

Los resultados encontrados sugieren que la condicion control y éptima de
crecimiento son bastantes semejantes entre si, y en estas el hongo es capaz de
degradar eficientemente las fuentes de carbono presentes en el medio, como se

muestra en la Figura 20a.
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Figura 20a. Analisis de la huella metabdlica de A. sydowii en condiciones de baja aw. Representacion
grafica en forma de heatmap de la reduccién del tetrazolium dye en el tiempo en las condiciones de
cultivo evaluadas (0.5 y 5.13 M NacCl, 4.87 M KCl y 3.45M de Sorbitol) medida a 490nm.

Cuando el hongo fue cultivado en presencia de sales (NaCl y KCI) se observé
aproximadamente hasta veinte veces menos degradacion de los diferentes grupos
de fuentes de carbono testeadas en comparacion a cuando este fue cultivado en la
condicién control y Optima de crecimiento. Probablemente este fenbmeno esté
relacionado con la toxicidad de estas sales, particularmente el sodio. En presencia
de la sal KClI, por su parte, al tercer dia se observé un aumento de tres veces en el
consumo de las 96 fuentes de carbono testeadas respecto al resto de los tiempos
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(Figura 20a), lo que a su vez coincide con la fase maxima de crecimiento del hongo
en condiciones 6ptimas. En el caso del sorbitol, la degradacion de este sustrato
comienza a ser visible a partir del dia 2 de cultivo lo que probablemente esté
relacionado con que a partir de este dia comienza la fase exponencial de
crecimiento de A. sydowii anteriormente sefalada en este trabajo. En la Figura 20b
y 20c se representa graficamente el consumo a 490 y 750nm de las fuentes de
carbono evaluadas para cada condicion de estudio. En el eje x se representa la
absorbancia a490nmy en el eje y a 750nm. En la figura podemos observar un panel
para cada tratamiento y uno con todos los tratamientos. En los paneles
correspondientes a los tratamientos individuales el color de los puntos es

correspondiente al tipo de fuente de carbono (azucares, acidos organicos, etc).
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Figura 20b y c. Andlisis de la huella metabdlica de A. sydowii en condiciones de baja aw. Representacion

gréficadel consumo a490y 750nm de las fuentes de carbono evaluadas para cada condicion de estudio.

En el panel donde se representan todos los tratamientos el color de los puntos es
correspondiente al color de cada tratamiento. Encima y a la izquierda de los
scatterplots se pueden observar diagramas de densidad de los puntos para cada

uno de los ejes. Debajo y a la derecha de los scatterplots se pueden ver los boxplots
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de los datos en funcidn del tipo de sustrato, los cuales se encuentran ordenados de
acuerdo con la mediana, por los que los sustratos de la extrema derecha son los
que se consumieron masy los de arriba son los que promovieron mas el crecimiento
en cada tratamiento. En la figura se observa que los sustratos mas consumidos y/o
degradados en el caso de la condicion control y 6ptima de crecimiento son azucares
y glucosidos, mientras que en las condiciones extremas de salinidad se consumen
mas aminoazucares y aminoacidos. En el caso del sorbitol también se emplean
fundamentalmente aminoazlcares y nucledsidos en su defecto. Sin embargo, se
puede observar claramente cémo el consumo de las fuentes de carbono en general
se ve afectado en las condiciones con alta salinidad seguido de la condicion extrema
en presencia de sorbitol, mientas que en la condicion control y Optima de
crecimiento, el hongo es capaz de degradar eficientemente estos sustratos para
crecer. Por ultimo, en la figura 20c se observan los boxplots para cada tipo de
sustrato por tratamiento donde los resultados indicaron que los tratamientos
control/nacl 0.98/sorbitol son iguales entre ellos y diferentes a kcl/nacl 0.75 (Kruskal
wallis test).

En la figura 20d y 20e se encuentra representada la correlacion entre la absorbancia
a 490 y 750nm para cada una de las fuentes de carbono evaluadas, para cada

condicién de estudio.
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Figura 20d y e. Analisis de la huella metabdlica de A. sydowii en condiciones de baja aw. Correlacion
entre la absorbancia a 490 y 750nm para cada una de las fuentes de carbono evaluadas para cada

condicion de estudio.

En este caso los resultados obtenidos arrojaron una menor correlaciéon entre
degradacion y crecimiento en las condiciones extremas de salinidad vs las
condiciones Optima, control y con sorbitol, siendo esta ultima en la que mayor
correlacion se observd. Esto podria explicarse dado que en las condiciones con
mayor presencia de solutos organicos como el sorbitol o donde no hay una toxicidad
tan elevada, la célula puede usar sus mecanismos habituales para degradar
compuestos y utilizarlos para crecer, sin embargo, este crecimiento se ve afectado
en condiciones con alta presencia de sales como se menciond anteriormente, ya
que el hongo debe emplear varias de estas fuentes de carbono ademas de para
crecer, para contender contra la alta osmolaridad del medio, los cambios a nivel de
MP y el estrés oxidativo que estas condiciones generan. La mayor correlacion en
cuestion de fuentes de carbono empleadas se observé para los acidos grasos y
azucares y la menor para el caso de las aminas. Esto tiene sentido ya que los

azucares o los acidos organicos son fuentes de energia facilmente utilizables
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mientras que las aminas como es el caso de la etanolamina son fundamentales en
la formacion de las membranas celulares por lo que su degradacion como fuente de
carbono para el crecimiento no seria en muchos casos una opcion viable para la
célula.

En Figura 20f se puede observar, por otro lado, la cinética de consumo de las
distintas fuentes de carbono para cada uno de los tratamientos evaluados y en la
Figura 20g una representacion en forma de vectores de las variables mas tipicas de
una cinética logistica (maximo consumo, maximo indice de consumo y fase lag de
consumo de sustrato y maximo crecimiento, maximo indice de crecimiento y fase

lag de crecimiento) por tratamiento.
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Figura 20f, g, h e i. Andlisis de la huella metabdlica de A. sydowii en condiciones de baja aw.

F. Cinética de consumo de las fuentes de carbono para cada uno de los tratamientos evaluados.

G. Representacion en forma de vectores de las 4 variables mas tipicas de una cinética logistica (altura,
velocidad maxima de cambio, fase lag y el tiempo al que alcanza la mitad de la altura) para cada una de
las curvas (crecimiento y consumo) por tratamiento.

H e I. Ordenamiento de los tratamientos en 2D (H) y 3D (I) de acuerdo con las caracteristicas de sus

cinéticas tanto de consumo de sustrato como de crecimiento.

Finalmente, en las figuras H e | se encuentra representado el ordenamiento de los
tratamientos en 2D (H) y 3D (1) de acuerdo con las caracteristicas de sus cinéticas
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tanto de consumo de sustrato como de crecimiento, donde se muestra la agrupacion
de las condiciones de estudio en tres grupos principales, uno que corresponde a las
condiciones control y 6ptima de crecimiento, otro a las condiciones salinas y el
altimo a la condicién con sorbitol. En este caso podemos concluir que en las
condiciones control y 6ptima de crecimiento el patron de degradacion de las fuentes
de carbono evaluadas es similar, asi como también lo es en el caso de las sales
NaCl y KCI, considerando a las muestras con sorbitol como un grupo externo a

estos.

Analisis fenotipico de microarreglos

Para caracterizar las capacidades metabdlicas de A. sydowii en condiciones de baja
aw, se evaluo la utilizacion de una variedad de fuentes Unicas de fosforo, azufre o
nitrogeno mediante el ensayo Biolog Phenotypic MicroArray que determina la
capacidad de un microorganismo para utilizar estas fuentes. La deteccion positiva
de la actividad metabdlica se basa en la transferencia de electrones desde el
sustrato de crecimiento, a través de la cadena de transporte de electrones (ETC), al
compuesto coloreado redox tetrazolio, transformando el mismo en una forma

reducida de color violeta.
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Figura 21. Analisis fenotipico de microarreglos de A. sydowii en condiciones de baja aw.

A, B y C. Correlacion entre la absorbancia a 490 y 750nm para cada una de las fuentes de carbono
evaluadas para cada condicion de estudio. A. Fuentes de nitrégeno; B. Fuentes de fosforo y C. Fuentes
de azufre.

B, E y H. Representacion grafica donde se muestran los valores de absorbancia medida a 590nm para
las diferentes condiciones y tipos de fuentes de N/P/S.

C, F e l. Representacion grafica de la absorbancia medida a 590nm donde se muestran las condiciones

para cada uno de los tipos de fuentes de N/P/S.

De acuerdo con los resultados obtenidos para cada una de las fuentes de fosforo,
nitrogeno y azufre (N/P/S), la correlacion entre la DO a 590 y 750nm tuvo un caracter
lineal (Figura 21a, 21by 21c), lo que indica una relacion directa entre la degradacion
y el uso de estas fuentes para el crecimiento del hongo.

En lafigura 21b, 21e y 21h se representan las mediciones de DO de manera general
por tratamientos y por tipo de fuente de N/P/S. En las condiciones con alta salinidad,
digase KCly NaCl a 0.75 de aw practicamente no se observo degradacion de dichas
fuentes respecto a la condicion control, condicion 6ptima, o sorbitol, lo que sugiere
un comportamiento similar al observado para la degradacion de las fuentes de
carbono estudiadas en este trabajo. Este mismo comportamiento se puede observar
en otra representacion de los datos donde se muestran cada una de las condiciones
por grupo de fuentes de N/P/S (Figura 21c, 21f y 21i). En el caso de las fuentes de
nitrogeno, las amidas fueron el grupo menos consumido por el hongo y
especificamente en NaCl 0.75 aw no se observo su degradacion. En resumen, los
niveles de degradacion entre las diferentes fuentes de carbono analizadas en este
estudio fueron similares, y entre condiciones se agruparon en dos grupos
principales, uno donde no hubo practicamente degradacion (en presencia de NaCl
y KCI (0.75 aw)) y otro donde si se observé un efecto degradativo (en presencia del
Control, Sorbitol (0.75 aw) y NaCl (0.98 aw).

Analisis morfolégico de A. sydowii en condicion 6ptima (0.98 aw) impuesta por
NaCl y de baja aw (0.75) impuesta por NaCl, KCl y Sorbitol.

Para el analisis morfologico de A. sydowii se procedio a cultivar el hongo tal y como
se describid en materiales y métodos, seguido de la toma de fotografias para

conocer las diferencias en las estructuras de reproduccion y vegetativas del hongo
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en las 4 condiciones de estudio, en el transcurso del tiempo. En la figura 22a se
pueden observar las caracteristicas macroscopicas de las colonias como la textura,
los bordes y la apariencia en color. Al dia 0 se observan aun las colonias con un
aspecto levaduriforme y no filamentoso. Al dia 3 ya se observan diferencias entre
las diferentes condiciones de cultivo. Cuando se analiza el crecimiento del hongo
en su condicidn 6ptima, es imposible observar la colonia completa en el campo de
vision, a diferencia del resto de las condiciones. A la derecha de la imagen, que
corresponde al mismo dia se observa un acercamiento al borde de las colonias
haciendo énfasis en el largo de las hifas exploratorias. En este tiempo ya el hongo
se ve mas filamentoso y se pueden comenzar a observar las estructuras de
reproduccion unicamente en NaCl (aw=0.98) y Sorbitol (aw=0.75), aunque los
conidiéforos son aun inmaduros con una coloracion blanca caracteristica como se
observa en la figura. Al séptimo dia ya se puede observar un cambio de coloracion
en los conidiéforos en NaCl (aw=0.98) y Sorbitol (aw=0.75) ya que van madurando.
Las hifas se ven mas desarrolladas, mas ramificadas y son mas densas. En el caso
de KCI (aw=0.75), al séptimo dia se comienzan a observar las estructuras de
reproduccion, mientras que en NaCl (aw=0.75), la colonia permanece exactamente
igual que al dia 0. Esto nos indica que el crecimiento del hongo se ve principalmente
afectado en NaCl (aw=0.75) seguido de KCI (aw=0.75), Sorbitol (aw=0.75) y NaCl
(aw=0.98). Al parecer la toxicidad que representa el NaCl es superior a la del resto
de los solutos evaluados afectando su reproduccion y crecimiento. En el caso de
sorbitol, aun cuando representa un estrés para la célula, es considerado una fuente
de carbono, por lo que el efecto negativo en el desarrollo del hongo no es tan

evidente como en el caso de las sales a 0.75 aw.
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Figura 22. Andlisis morfoloégico de A. sydowii en condicion éptima (0.98 aw) impuesta por NaCl y de baja
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B. Representacion de las estructuras de reproduccion de A. sydowii al dia 7 de cultivo crecido en
condicion 6ptima (0.5 M NaCl (aw = 0.98)) y de baja actividad de agua (5.13 M NaCl (aw= 0.75), 4.87 M KClI
(aw = 0.75) y 3.45 M de Sorbitol (aw = 0.75)).

C. Representacién grafica del largo en uM del conidiéforo y la célula pedal sefialadas en el panel B.

D. Representacion gréafica del ancho en pM del conidi6foro y la vesicula sefialadas en el panel B.

E. Analisis de las estructuras vegetativas de A. sydowii en condicién 6ptima (0.5 M NaCl (aw = 0.98)) y
de baja actividad de agua (5.13 M NaCl (aw= 0.75), 4.87 M KCI (aw = 0.75) y 3.45 M de Sorbitol (aw = 0.75))
empleando el plugin Analyze Skeleton 2D/3D correspondiente al software Image J.

F. Representacion grafica del nimero de segmentos, uniones y extremos de las hifas en condicion
6ptima (0.5 M NaCl (aw = 0.98)) y de baja actividad de agua (5.13 M NaCl (aw= 0.75), 4.87 M KCI (aw = 0.75)
y 3.45 M de Sorbitol (aw = 0.75)).

G. Representacion gréafica de la media del largo de las hifas en condicién 6ptima (0.5 M NaCl (aw = 0.98))
y de baja actividad de agua (5.13 M NaCl (aw=0.75), 4.87 M KCI (aw = 0.75) y 3.45 M de Sorbitol (aw = 0.75)).
H. Representacion grafica del largo total de las hifas en condicién 6ptima (0.5 M NaCl (aw = 0.98)) y de
baja actividad de agua (5.13 M NaCl (aw= 0.75), 4.87 M KCI (aw = 0.75) y 3.45 M de Sorbitol (aw = 0.75)).

En la figura 22b se muestran las estructuras de reproduccioén al dia 7 de cultivo, de
las cuales se analizaron diferentes parametros para poder comparar estos en las
diferentes condiciones de estudio. En la imagen solo se observan 3 condiciones, ya
que en NaCl (aw=0.75) a ese tiempo aln no se observan estas estructuras. En el
caso de KCI (aw=0.75) hay 2 paneles, ya que representa la mitad de las otras 2
condiciones observandolos a la misma escala. En la figura se observan a detalle las
diferentes estructuras de reproduccion las cuales se midieron como son el
conidioforo, la vesicula, la célula pedal (Figura 22c y 22d). Como se observa en la
grafica los conidi6foros y la célula pedal mas larga, asi como la vesicula mas ancha
corresponden a la condicion de Sorbitol (aw=0.75), lo que podria deberse a que, al
ser una fuente de carbono, le sirva al hongo para crecer mas facilmente. En este
caso las estructuras de reproduccion mas pequefias corresponden a la condicién
de KCI (aw=0.75), lo que podria deberse a que este soluto genera mayor toxicidad

y estrés en el hongo que los otros dos mencionados anteriormente.

En nuestro estudio se realiz0 ademas una caracterizacion morfologica de las
estructuras vegetativas del hongo en las 3 condiciones antes mencionadas (Figura
22e, 22f, 229 y 22h). Mediante el programa Image J se pudieron analizar diversos
pardmetros como el largo total y la media del largo de las hifas, asi como el nimero
de segmentos, uniones y extremos de las mismas. En este caso, nuestros

resultados arrojaron que en cada uno de estos parametros la condicion de NacCl
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(aw=0.98) fue la mas favorecida, siendo la de KCI (aw=0.75) la menos favorecida.
Esto tiene sentido ya que la condicion que menos estrés genera en el hongo es la
de NaCl (aw=0.98), por lo que es de esperar que las hifas sean mas largas y el
namero de ramificaciones de estas sea mayor respecto a las demas condiciones.
En condiciones de estrés fundamentalmente en presencia de sales como el KCl, el
hongo empieza a limitar el crecimiento polarizado de las hifas ya que su maquinaria
esta en funcion de sobrevivir mas que de crecer o reproducirse como se menciono
con anterioridad.

En la condicion de baja aw producto de la presencia de NaCl (aw=0.75) en el medio,
A. sydowii es capaz de limitar su crecimiento con el objetivo de sobrevivir. Esto se
comprobd por Jiménez y colaboradores en el 2020 mediante un examen
micromorfolégico (Jiménez-Gomez, et al., 2020), donde se observé una reduccion
en el diametro de las hifas y un aumento en el nimero de septos respecto a la
condicion optima de crecimiento de este hongo. Esto, con el objetivo de aprovechar
al maximo las reservas de nutrientes que posee y evitar un gasto energético en la
produccion de estructuras de reproduccion como conidiéforos, vesicula y conidios,
en estas condiciones de estrés limitantes. Las implicaciones de este fenbmeno se
reflejan no solo a nivel morfolégico como ya se planted, sino también a nivel
molecular, donde el gen de la septina A, implicada en la septacion y morfogénesis
de las hifas, se encontr6 expresado diferencialmente en esta condicion (Figura 18).
Ademas, se regularon positivamente genes relacionados con la sintesis de
glucanos, involucrados en el aumento de la porosidad y flexibilidad de la pared
celular. En resumen, A. sydowii es capaz de sobrevivir empleando diversas

estrategias a nivel molécular que se reflejan de igual manera a nivel morfolégico.
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CONCLUSIONES

En este estudio se demostro que A. sydowii es capaz de remover dos de los
contaminantes organicos mas importantes, Phe y BaP (HPAs), de ambientes
hipersalinos. Cuando A. sydowii fue expuesto a un estrés tdxico y a inanicién debido
a la presencia de los HPAs como Unica fuente de carbono, se expresaron
positivamente el doble de genes en comparacion con el crecimiento en glucosa.
Debido a la inanicién relacionada a la presencia de los HPAs como Unica fuente de
carbono, varios procesos biosintéticos fueron regulados negativamente (por
ejemplo, el catabolismo del azucar, la biosintesis de aminoécidos y nucleoétidos, la
reproduccion y el metabolismo secundario). Los genes regulados positivamente
estuvieron relacionados con cambios en la fuente de carbono (por ejemplo, el gen
cah en respuesta a la ausencia de glucosa), la remodelacion de la pared celular, la
degradacion y el metabolismo de xenobidticos, la desintoxicacion celular, el
metabolismo del ADN / ARN, la reparacion del ADN, el mantenimiento de la
integridad del genoma, el metabolismo energético (por ejemplo, la respiracion y la
oxidacién de &cidos grasos), la sefalizacion y la respuesta general al estrés. Por
otro lado, identificamos por primera vez la regulacién positiva de un gen cpo
(cloroperoxidasa), lo que indica que esta enzima podria desempefiar un papel

importante durante la degradacion de los HPAs en hongos.

Basado en los analisis transcriptdmicos propusimos dos vias paralelas para la
degradacion de compuestos poliaromaticos en A. sydowii: mitocondrial y citosélica.
La via mitocondrial involucra enzimas unidas a la membrana de las mitocondrias,
incluidos los citocromos, una CYC oxidasa, deshidrogenasas y una quinona
reductasa. La via citosélica involucra enzimas solubles como la dioxigenasa, la
deshidrogenasa reductasa de cadena corta, la tiol metiltransferasa, la glutation

transferasa y la fructosa 1,6-bisfosfatasa, entre otras.

Por otro lado, nuestros resultados demostraron que la privaciéon de agua inducida
por las concentraciones saturantes de NaCl, KCl y Sorbitol tienen un impacto
importante en la morfologia celular de A. sydowii que incluyé un remodelado
morfologico extenso para enfrentar el estrés salino. Al comparar los perfiles
transcriptomicos de A. sydowii en cuatro condiciones diferentes, se observé que las

respuestas fisioldgicas a la baja actividad de agua manifestada por la presencia de
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diferentes solutos en el medio de cultivo, varian de una condicion a otra. De hecho,
en cada condicion analizada, las respuestas podrian asumirse como un estado
fisiologico distinto. Estas condiciones extremas indujeron de manera general un
incremento en la produccion de glicerol y trealosa, una reestructuracion de la pared
celular y posibles cambios a nivel de membrana, asi como cambios en el desarrollo
sexual exclusivamente en la condicion extrema con NaCl. Desde nuestra
perspectiva, este es el trabajo mas completo sobre el potencial de A. sydowii como
herramienta en enfoques de biorremediacion y de adaptacion a condiciones

extremas de baja aw impuesta por varios solutos.
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ANEXOS

GO enriquecidos para las categorias de Proceso Biolégico, Funcidon Molecular y Componente Celular.

GO ID

| GO Name

Proceso Biolégico (KClI vs Sorbitol aw = 0.75)

G0:0000028 ribosomal small subunit assembly
G0:0000154 ARNr base methylation
G0:0000160 phosphorelay signal transduction system
G0:0000413 protein peptidyl-prolyl isomerization
endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate SSU-rARN from 5.8S rARN and
LSU-rARN from tricistronic rARN transcript (SSU-rARN, 5.8S rARN, LSU-
G0:0000447 rARN)
G0:0000470 maturation of LSU-rARN
G0:0002098 tARN wobble uridine modification
G0:0003374 mitochondrial fission
G0:0006083 carbon utilization
G0:0006094 gluconeogenesis
G0:0006145 purine nucleobase catabolic process
G0:0006281 ADN repair
G0:0006338 nucleosome assembly
G0:0006357 negative regulation of transcription by ARN polymerase Il
G0:0006890 retrograde vesicle-mediated transport
G0:0009442 purine nucleobase catabolic process
G0:0010499 proteasomal ubiquitin-independent protein catabolic process
G0:0010923 negative regulation of phosphoprotein phosphatase activity
G0:0015031 intracellular protein transport
G0:0015074 ARN-dependent ADN biosynthetic process
G0:0015791 carbohydrate transport
G0:0015914 phospholipid translocation
G0:0016073 box H/ACA ARN 3'-end processing
G0:0016310 protein phosphorylation
G0:0019284 L-methionine salvage from S-adenosylmethionine
G0:0032511 vesicle budding from membrane
G0:0032543 mitochondrial lysyl-tARN aminoacylation
G0:0033169 chromatin remodeling
G0:0043161 carbohydrate metabolic process
G0:0043461 lipid transport
G0:0045899 ubiquitin-dependent protein catabolic process
G0:0046323 glucose import
maturation of SSU-rARN from tricistronic rARN transcript (SSU-rARN, 5.8S
G0:0046830 rARN, LSU-rARN)
G0:0070682 proteasome regulatory particle assembly
G0:0070816 positive regulation of transcription by ARN polymerase II
G0:0120009 phospholipid transport
G0:1902600 electron transport chain

Componente Celular (KCI vs Sorbitol aw = 0.75)

G0:0000178 chromatin remodeling

G0:0000786 nucleosome assembly

G0:0005665 nuclear-transcribed ARNm catabolic process
G0:0005666 transcription
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G0:0005682 spliceosomal snRNP assembly

G0:0005730 endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate SSU-rARN from 5.8S rARN and
LSU-rARN from tricistronic rARN transcript (SSU-rARN, 5.8S rARN, LSU-
rARN)

G0:0005743 mitochondrial citrate transmembrane transport

G0:0005762 protein peptidyl-prolyl isomerization

G0:0005844 regulation of translational termination

G0:0005886 protein phosphorylation

G0:0008540 ubiquitin-dependent protein catabolic process

G0:0016021 integral component of membrane

G0:0019773 proteasomal ubiquitin-independent protein catabolic process

G0:0022625 cytoplasmic translation

G0:0022627 positive regulation of translational fidelity

G0:0030688 endonucleolytic cleavage in ITS1 to separate SSU-rARN from 5.8S rARN and
LSU-rARN from tricistronic rARN transcript (SSU-rARN, 5.8S rARN, LSU-
rARN)

G0:0030915 double-strand break repair via homologous recombination

G0:0031595 proteasome-mediated ubiquitin-dependent protein catabolic process

G0:0032806 positive regulation of transcription by ARN polymerase Il

G0:0033588 tARN wobble uridine modification

G0:0034424 late endosome to vacuole transport via multivesicular body sorting pathway

G0:0034515 regulation of transcription

G0:0035101 ADN binding

G0:0044613 protein import into nucleus

G0:0046540 MARN splicing, via spliceosome

G0:0048188 histone lysine methylation

G0:0097361 tARN wobble uridine modification

Funcion Molecular (KCI vs Sorbitol aw = 0.75)

G0:0000107 histidine biosynthetic process

G0:0000155 phosphorelay signal transduction system

G0:0000976 regulation of transcription by ARN polymerase Il
G0:0000981 negative regulation of transcription by ARN polymerase Il
G0:0003735 positive regulation of translational fidelity

G0:0003755 protein peptidyl-prolyl isomerization

G0:0003899 transcription by ARN polymerase |11

G0:0003899 adenylate cyclase-modulating G protein-coupled receptor signaling pathway
G0:0004038 purine nucleobase catabolic process

G0:0004298 proteasomal ubiquitin-independent protein catabolic process
G0:0004325 heme biosynthetic process

G0:0004359 NAD biosynthetic process

G0:0004612 acetate metabolic process

G0:0005351 glucose import

G0:0008270 rADN heterochromatin assembly

G0:0008353 positive regulation of transcription by ARN polymerase Il
G0:0015081 phosphate ion transmembrane transport

G0:0016435 maturation of LSU-rARN

G0:0016436 enzyme-directed rARN 2'-O-methylation

G0:0016641 amine metabolic process

G0:0017168 glutathione metabolic process

G0:0018024 histone lysine methylation

G0:0019104 base-excision repair

G0:0019239 diaminohydroxyphosphoribosylaminopyrimidine deaminase activity
G0:0019843 positive regulation of translational fidelity

G0:0031405 acetyltransferase activity
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G0:0032454 chromatin remodeling

G0:0036218 nucleoside triphosphate metabolic process
G0:0036402 ubiquitin-dependent protein catabolic process
G0:0043295 translational initiation

G0:0046523 L-methionine salvage from S-adenosylmethionine
G0:0046982 maturation of LSU-rARN

G0:0140101 mitochondrial lysyl-tARN aminoacylation
G0:1990050 phospholipid transport

Proceso Biolégico (NaCl aw = 0.

98 vs NaCl aw = 0.75)

G0:0000079

regulation of cyclin-dependent protein serine/threonine kinase activity

G0:0000086 ADN replication initiation

G0:0006121 tricarboxylic acid cycle

G0:0006633 protein polyubiquitination

G0:0006855 xenobiotic transmembrane transport
G0:0006865 amino acid transmembrane transport
G0:0007018 mitotic sister chromatid segregation
G0:0007093 protein phosphorylation

G0:0008652 aspartate biosynthetic process
G0:0015761 mannose transmembrane transport
G0:0015976 gluconeogenesis

G0:0019563 gluconeogenesis

G0:0019676 glutamate biosynthetic process
G0:0034599 removal of superoxide radicals
G0:0044272 ethanol catabolic process

G0:0045132 homologous chromosome segregation
G0:0051301 cellular protein localization

G0:0098704 initial mitotic spindle pole body separation
G0:1990542 mitochondrial respiratory chain complex Il

Componente Celular (NaCl aw = 0.98 vs NaCl aw = 0.75)

G0:0000307 regulation of cyclin-dependent protein serine/threonine kinase activity
G0:0000779 centromere complex assembly

G0:0005618 carbohydrate catabolic process

G0:0005749 tricarboxylic acid cycle

G0:0005871 microtubule-based movement

G0:0005876 mitotic sister chromatid segregation

G0:0005887 glucose import

G0:0009514 glyoxylate cycle

G0:0072686 attachment of spindle microtubules to kinetochore

Funcién Molecular (NaCl aw = 0.98 vs NaCl aw = 0.75)

G0:0000036 fatty acid biosynthetic process
G0:0000293 iron ion transport

G0:0004497 obsolete oxidation-reduction process
G0:0005358 glucose import

G0:0005375 cellular copper ion homeostasis
G0:0008574 mitotic sister chromatid segregation
G0:0009916 alternative respiration

G0:0015578 mannose transmembrane transport
G0:0016209 removal of superoxide radicals
G0:0016538 regulation of cyclin-dependent protein serine/threonine kinase activity
G0:0016705 chromatin remodeling
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G0:0020037 obsolete oxidation-reduction process
G0:0031177 ergosterol biosynthetic process
G0:0033961 cis-stilbene-oxide hydrolase activity
G0:0036381 cellular amino acid metabolic process
G0:0042910 xenobiotic transmembrane transport

Proceso Biolégico (NaCl vs KCl aw = 0.75)

G0:0000028 tryptophan biosynthetic process

G0:0000493 box H/ACA snoRNP assembly

G0:0002181 ribosomal small subunit assembly
G0:0015986 generation of precursor metabolites and energy
G0:0018202 phosphorelay signal transduction system
G0:0018208 peptidyl-proline hydroxylation to 4-hydroxy-L-proline
G0:0022900 ATP synthesis coupled proton transport
G0:0042273 ribosomal large subunit assembly

G0:0062197 glycerol metabolic process

G0:1901700 mitochondrial electron transport

Componente Celular (NaCl vs KCl aw = 0.75)

G0:0005576 sporocarp development involved in asexual reproduction
G0:0005753 ATP synthesis coupled proton transport
G0:0009277 galactose metabolic process
G0:0022625 ribosomal large subunit assembly
maturation of SSU-rARN from tricistronic rARN transcript (SSU-rARN, 5.8S
G0:0022627 rARN, LSU-rARN)
G0:0031225 cellulose catabolic process
G0:0045261 ATP synthesis coupled proton transport
G0:0070469 mitochondrial electron transport

Funcién Molecular (NaCl vs KCl aw = 0.75)

G0:0003735 translational elongation

G0:0004553 trehalose catabolic process

G0:0004755 lysine biosynthetic process via aminoadipic acid
G0:0009055 mitochondrial electron transport

G0:0016787 carbohydrate metabolic process

G0:0016857 L-phenylalanine catabolic process

Proceso Biolégico (NaCl vs Sorbitol aw = 0.75)

G0:0000280 mitotic sister chromatid biorientation

G0:0006066 glycerol metabolic process

G0:0006094 gluconeogenesis

G0:0006096 glycolytic process

G0:0006099 tricarboxylic acid cycle

G0:0006285 base-excision repair

G0:0006310 premeiotic ADN replication
maturation of SSU-rARN from tricistronic rARN transcript (SSU-rARN, 5.8S

G0:0006364 rARN, LSU-rARN)

G0:0006479 peptidyl lysine dimethylation

G0:0006790 glutathione metabolic process

G0:0008033 protein glycosylation

G0:0009116 'de novo' IMP biosynthetic process

G0:0009396 one-carbon metabolic process

G0:0009451 tARN wobble uridine modification

G0:0015976 glyoxylate cycle
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G0:0015986 mitochondrial electron transport

G0:0016233 telomere capping

G0:0019676 glutamine biosynthetic process

G0:0031505 fungal-type cell wall organization

G0:0044038 fungal-type cell wall organization

G0:0044262 arabinan catabolic process

G0:0044773 protein phosphorylation

G0:0046323 glucose import

G0:0061025 mitochondrial fission

G0:0071267 L-methionine salvage from methylthioadenosine
G0:0072523 purine nucleobase catabolic process
G0:0097054 glutamine metabolic process

G0:0098813 attachment of spindle microtubules to kinetochore
G0:0100002 ADN damage checkpoint signaling

G0:0120009 phospholipid transport

G0:1901990 G1/S transition of mitotic cell cycle

Componente Celular (NaCl vs Sorbitol aw = 0.75)

G0:0005576 arabinan catabolic process
G0:0005730 ADN repair

G0:0005739 tricarboxylic acid cycle
G0:0005829 glutaminyl-tARN aminoacylation
G0:0005886 phospholipid transport
G0:0009277 fungal-type cell wall organization
G0:0016021 integral component of membrane
G0:0030684 nucleocytoplasmic transport
G0:0030915 ribosome biogenesis
G0:0060205 mannose metabolic process
G0:0061673 anaphase-promoting complex-dependent catabolic process
G0:0140513 maturation of SSU-rARN

Funcién Molecular (NaCl vs Sorbitol aw = 0.75)

G0:0003855 negative regulation of transcription by ARN polymerase Il
G0:0003887 premeiotic ADN replication

G0:0004067 asparagine metabolic process

G0:0004164 peptidyl-diphthamide biosynthetic process from peptidyl-histidine
G0:0004613 acetate metabolic process

G0:0005261 mitochondrial ATP synthesis coupled proton transport
G0:0005351 glucose import

G0:0005366 carbohydrate transport

G0:0008017 mitochondrial fission

G0:0008270 regulation of transcription by ARN polymerase 11
G0:0008395 steroid biosynthetic process

G0:0008574 mitotic sister chromatid segregation

G0:0016436 enzyme-directed rARN 2'-O-methylation
G0:0016763 'de novo' IMP biosynthetic process

G0:0017168 glutathione metabolic process

G0:0018024 histone lysine methylation

G0:0019104 base-excision repair

G0:0031369 ADN damage checkpoint signaling

G0:0043023 ribosomal large subunit export from nucleus
G0:0051538 glutamine metabolic process

G0:0120014 phospholipid transport

G0:0140101 methionyl-tARN aminoacylation
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HEkos3Z5eFfdp6RwrTrONuA+Eytj+6LIedtx+art2nuZ0tymGhFvDoXwgwU3AYcLbCd35Yy52dKJiQfeHBBoUWyUhwtQO/38MLZGcfuzgME/NbXmwAziQTfhJaWzpyRutJgXIW/jrJi
mtC4/S9IRa8DMXeDjNTFWJIPOcg2PKhpxe6CiZndjZIbD+I182WTVzbd26PblLyF66L6aMTXI16202XaPXCei801RD5PZRRJImquE+e+5vajcKRgloTuCYFmcsFqzOgRuwc4ANY9+VG
49sUCPf55kvupA0Q9cKiO7wHU53BVF+g3gjn3V5JIwgFoNgllijP1zXHP76uoYqyooApw==

VERONICA LIRA RUAN | Fecha:2022-03-02 09:08:15 | Firmante
ZKwV68L7/8vNVauwy/rzjioyEBIj1/f8+IQELVpMSA6BeMmonTc380/viIMIAkVcX0223IQRR3X+kVvUD2VqYQuLjgPGzQOiIQPc3mCSL6263bEBNUZFzZvWOR/ASIRZWk30rmVH/y
yN/unKFg8sACb31HHdz50mUBA5UV8vbOGreg7xqQFalk2TUKdMtv1x3HZxh+91wDmImVRCIFCUEC+jJIbA6UOaUFIVK78rNKASfcWx6n+lov+K8gZpNy8/7+qvoS8Q8cOMrKnJGI
cKafBrvOB4d03HWJoNhsbZmwzKJfoiRQZa0xw7P1P0p9toVEJz2ehvcONC49cWmQré6aDQ==

JORGE LUIS FOLCH MALLOL | Fecha:2022-03-02 09:41:53 | Firmante
Hllgzgkr13Mqle4GkGR2//spNAqp61S/Br+Ttgh9VI573P+Hp5SNoEKFE6QPgV3IHIOMIkc3gJ4pViSbOMe3UjXF8qgsDul/8eWOFqq0X/Lvik7ghp51h8CehkwqY 3j8x68IrV6CP/dIVqdC
d1E696/4NWUydcsofX8td59UN1979JzfBY1VR47PmCBDC+X9etgj2NHOkIHo05m3pBc6rLweZG3PoTUztwsNUD1oet01FP1yWxuMMQRZbWa3Ilvd5z9E35julK15wISRiXon2IMCS
mU9pWJIzhmymuQnxes/VMd/D+Ynl6ly0iS+YxFYwfYiRVOJzJr+sueH9xsb5mUvilg==

VERONICA MERCEDES NARVAEZ PADILLA | Fecha:2022-03-02 10:56:33 | Firmante

hJTOWYJKZ4COAMY 6belzuBSrXdHyqfvGBQhzWTapjcOMiliHVVgjY QHo96eyhWykI8+I8K5wG7/2vINSEpf54fcGXp3CY gbyXy4eWO/8ilumbXaD4CYFMQxCW4V5ESPqS8fKkX
n8DOR+0r86cJOVMkIBCT1Y/cd2etoP/xt0GZgkQ7dEyGBTNMHdVfcR7ySoeWcecmAyutlzOtsbP/eVWgDP/SHPXweS8GLVRS1A+e8Np8y7BvqufCbdz8E5YM3+Kbh69w+onS5ar2a
OGbUji5RX96YKkVWOWOWWG9hbgcxvgGvEdIDIddUNtD3XcK5k2I/FZwAK8BGNnkJIv7/XuWVe2ag==

RODRIGO MORALES CUETO | Fecha:2022-03-02 11:12:54 | Firmante
gQIMUW7dVA9gRVbY/JssPYmg2hCEPcASWKIrhWtSzpLBc8OrB+UwXLdJiO0BvYqB9DzshkfdDJIrRTO96D+Ss769KwQralC524rGVvjOFO/AjuQvxubzLg8GgmdLOz5AX+4Q8q
akhsQoiN9RgRXRHD/7eA54NHXZCMgxObNTojLXjlVDmPInBOuOav5653do03vk90nmhYTJsHcH3z1loyjV1+Sf5YFKRRPWNQ3vBHGcgS9FSxWO0wfczdt1gOhOXFujfauGJekHnS
tGde9b1USxmjiTN2QsBht+OgL6p+sB3g17U/9kuL8PogVe3cVTxqYOKBbyXCcyu2/lk+bW4lA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electronica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

OnBS2CdYH

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/B5Tnfbx3f5Ppel YILRr2bXNbIALhmSZT
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