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RESUMEN

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 xenobioticos en el ambiente. Ejemplo de
este tipo de compuestos son los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPAS),
caracterizados por ser toxicos, carcinogénicos y mutagénicos debido a la estabilidad
de su estructura aroméatica. 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. Sin embargo, muy pocos
estudios en la actualidad se enfocan en los mecanismos moleculares que permiten
a los hongos utilizar los HPAs como fuente de carbono en condiciones de halofilia;
donde se esperaria produzcan enzimas funcionalmente estables para degradarlos
en condiciones de hipersalinidad (1M NacCl).

En este estudio se analizé el transcriptoma de Aspergillus sydowii-like, un hongo
haléfilo con potencialidad para degradar HPAs en condiciones hipersalinas. A.
sydowii-like fue capaz de crecer en presencia de HPAs como Unica fuente de
carbono, y luego de 4 dias de cultivo, fue capaz de degradar un 48 y un 58% de
benzo [a] pireno y fenantreno, respectivamente. Se investigd su capacidad para
producir lacasas, peroxidasas y esterasas bajo condiciones hipersalinas. Este
estudio reveld que la biodegradacion era predominante sobre la biosorciéon como
estrategia de eliminacion. Se emple6 la técnica de RNAseq para identificar y
caracterizar el transcriptoma de A. sydowii-like. EI ARN total se purificé y secuencié
a partir de cultivos crecidos en presencia de HPAs o glucosa en condiciones
hipersalinas (1M NacCl). El analisis bioinformatico realizado revelé que 170 genes
regulados positivamente y 76 regulados negativamente se expresaron
diferencialmente en presencia de HPAs respecto al crecimiento de este hongo en
presencia de glucosa (control). En presencia de HPAs, A. sydowii-like aumenta el
namero de transcritos de enzimas involucradas directamente en la degradacion de

este tipo de compuestos, tal es el caso de la glutatibn-S-transferasa, la NADH-



ubiguinona oxidorreductasa y la cloroperoxidasa. Asi mismo se favorece la
respiracion celular con el objetivo de oxidar los HPAs hasta CO2 y H20. Este es el
primer intento de analisis de la expresion génica de un hongo haldfilo en presencia
de HPAs.



ABSTRACT

The indiscriminate use of fossil fuels and oil spills, among other related causes are
the main factors that have contributed over time to the persistence of xenobiotic
pollutants in the environment. Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs) are defined
as persistent xenobiotic compounds with strong carcinogenic and mutagenic
properties, highly toxic and stable in the environment due to their aromatic rings.
Several eco-friendly strategies have been used to remove them from aquatic
ecosystems, bioremediation included. The use of filamentous fungi in this field has
proven to have certain advantages over the use of bacteria. However, very few
studies focus on the molecular mechanisms that allow fungi to use PAHs as a carbon
source under halophilic conditions; where it would be expected the production of
functionally stable enzymes to degrade them under hypersaline conditions (1M
NaCl).

In this study we analyze the transcriptome of Aspergillus sydowii-like, a halophile
fungus with the potential for PAHs degradation under hypersaline conditions. The
growth profile of A. sydowii-like was measured, revealing that this fungus could use
PAHSs as a sole carbon source. After 4 days of culture, it was capable to degrade a
48 and 58% of benzo [a] pyrene and phenantrene respectively. Its ability to produce
laccases, peroxidases and esterases under hypersaline conditions was investigated.
This study revealed that biodegradation was predominant over biosorption as the
removal strategy. High-throughput sequencing was employed to identify and
characterize the transcriptome of A. sydowii-like. Total RNA was purified and
sequence from hipersaline cultures (1M NaCl) growing in presence of PAHs or
glucose. The bioinformatic analysis showed that 170 genes were up regulated
whereas 76 were down regulated demonstrating differential expression in PAHs vs
glucose. In the presence of PAHSs, A. sydowii-like increases the number of transcripts
of the enzymes directly involved in the degradation of this type of compounds, such
as glutathione-S-transferase, NADH-ubiquinone oxidoreductase and

chloroperoxidase. Likewise, the respiratory chain is favored with the aim of oxidizing



the PAHs to CO2 and H20. This is the first attempt to analyse with a high- throughput

vision the gene expression of a halophile fungus in presence of PAHSs.



INTRODUCCION

El uso indiscriminado de combustibles fosiles, los derrames de petrdleo, entre otras
causas relacionadas, son los factores principales que han contribuido a lo largo del
tiempo a la persistencia de contaminantes xenobioticos en el ambiente. Ejemplo de
este tipo de compuestos son los hidrocarburos policiclicos aromaticos (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. EI 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 colonizacién rapida de diferentes
sustratos. Sin embargo, muy pocos de estos estudios se enfocan en los
mecanismos moleculares que permiten a los hongos utilizar los HPAs como 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.

En estudios previos del Laboratorio de Biologia Molecular de Hongos del CEIB, en
busca de hongos hal6filos-halotolerantes con actividad lignocelulolitica, se aislo6 la
cepa filamentosa H1 identificada como A. sydowii-like atendiendo a criterios
taxondémicos, micromorfolégicos y moleculares. Este hongo se obtuvo a partir de la
fermentaciéon de un lote de bagazo de cafla de azucar en medio minimo
suplementado con 2.0M de NaCl (Batista-G et al. 2014)

Estudios realizados con el objetivo de evaluar la tasa de crecimiento de A. sydowii-
like en presencia de NaCl (0.5M- 2.0M) y carboximetilcelulosa (2%), mostraron que
la velocidad de crecimiento de la cepa A. sydowii-like es mayor a altas
concentraciones de NaCl (1-1.5M) (Batista-G et al. 2014)

A. sydowii-like ha sido reportado como un hongo haléfilo con potencialidades para

la produccion de enzimas ligninoliticas funcionales en condiciones hipersalinas v,



por tanto, seria uno de los pocos ejemplos de hongos ascomicetos que podrian
utilizarse para la biorremediacion de sitios contaminados con HPAs en condiciones
hipersalinas, por lo que resulta relevante la caracterizacion del transcriptoma de A.
sydowii-like en estas condiciones. Actualmente existen pocos estudios
transcriptdmicos 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-N
et al. 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
transcriptébmicos. 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-L et al. 2015) y Exophiala
pisciphila (Mélanie-M et al. 2013). Por este motivo, cabe sefialar que nuestro estudio
es el primer intento de analisis de la expresién génica de un hongo haldfilo en

presencia de HPAs.



ANTECEDENTES

Hidrocarburos policiclicos arométicos (HPAS).
Los HPAs son compuestos organicos constituidos por 2 o mas anillos de benceno

fusionados (Figura 1) (Haritash-A et al. 2009). Se presentan en el ambiente en forma
de solidos incoloros, blancos o amarillos palidos con baja solubilidad en agua,
puntos de fusion y de ebullicion elevados y bajas presiones de vapor. Al aumentar
su peso molecular, su solubilidad en agua disminuye, sus puntos de fusién y
ebullicibn aumentan y sus presiones de vapor disminuyen (Clar-E et al. 1964,
Patnaik-P et al. 1999).

CH,

Naphthalene Fluorene Anthracene
Phenanthrene Fluoranthene Benzo(a)anthracene
Pyrene Benzo(a)Pyrene Benzo(b)fluoranthene
Dibenz(a,c)anthracene = Benzo(g,h,i)perylene Coronene

Figura 1. Estructuras quimicas de algunos de los HPAs mas cominmente estudiados (Haritash-A et al.
2009).



Los HPAs se generan a partir de fuentes naturales digase incendios forestales y
erupciones volcanicas, 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).
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Figura 2. Fuentes naturales y antropogénicas de HPAs (Hussein-A et al. 2016).

Toxicidad de los HPAs
Los HPAs se consideran contaminantes ubicuos toxicos, mutagenicos vy

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, fotooxidacion,
oxidacion quimica, adsorcion por particulas del suelo, y degradacion fungica y
microbiana (Figura 3) (Cerniglia-E et al. 1992).
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Figura 3. Mecanismos responsables de la remocion de HPAs en el entorno (Cerniglia-E et al. 1992).

La contaminacion atmosférica es la via principal de exposicion del hombre a los
HPASs, de conjunto con la ingesta de alimentos contaminados con estos compuestos
(Figura 4) (Haritash-A et al. 2012). Es importante sefialar que los HPAs afectan la
salud humana de diversas formas: causan un desequilibrio en el sistema nervioso
central y el sistema inmune, afectan érganos como higado, rifiones, pulmones, y
algunos pueden causar irritacion en la piel y las mucosas. (Haritash-A et al. 2012,
Hussein-A et al. 2016, Esra-B. 2016).
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Figura 4. Dispersion de HPAs atraves del aire y ambientes terrestres y acuaticos (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 (Hussein-A et al. 2016). Su oxidacién da
lugar a compuestos conocidos como epoxidos, intermediarios que son
transformados rapidamente en carbocationes, que actian como buenos agentes
alquilantes provocando la mutagénesis del ADN (Esra-B. 2016). Ejemplo de ello es
la conversién 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.

Muchos HPAs carecen de propiedades genotdxicas, sin embargo, la metilacion de
estos compuestos los convierte en metabolitos toxicos. No obstante, las células
cuentan con mecanismos de detoxificacion en esos casos, uno de ellos involucra 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
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agua, que posteriormente son excretadas. Sin embargo, algunos intermediarios de
esta oxidacion resultan muy téxicos (como es el caso de las quinonas) y causan
dafios irreparables a las células antes de ser removidos (Esra-B. 2016).

El hombre no es el uUnico 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, presentes
en las monocapas de su membrana plasméatica, afectando sus funciones de
transduccion de energia, ocasionando cambios en su fluidez y en la conformacién
de diversas proteinas (Heipieper-H et al. 2010). En el caso de las plantas, la
presencia de HPAs producto de derrames de petrdleo, puede dafiar las membranas
celulares de las raices, afectando el intercambio de gases con la atmésfera a través
de estas, provocando una disminucién en el crecimiento e incluso la asfixia y muerte
de la planta (Smitha-M et al. 2006, Fenglan-L et al. 2014). Un evento muy comun es
la intoxicacion 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-H. 2006).
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Clasificacion 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 mas anillos
de benceno fusionados), los que son absorbidos fuertemente por el suelo y los
sedimentos y son mas resistentes a la degradacion, debido su alto peso molecular
e hidrofobicidad (Bisht-S et al. 2015). El benzo [a]-pireno (BaP), un HPA de alto
peso molecular (5 anillos de benceno fusionados) (Cerniglia-C et al. 1986, Schmidt-
S et al. 2010), ha sido ampliamente estudiado y es considerado recalcitrante,
termodinamicamente estable y muy dificil de degradar (Passarini-M et al. 2011)
(Launen-L et al. 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-A et al. 1989). El
fenantreno es uno de los hidrocarburos més ubicuos en el ambiente (Shimada-H et
al. 2004) (Nizetto-L et al. 2008), clasificado por la US Enviromental Protection
Agency (EPA) como un contaminante prioritario que representa mas del 49 % del
total de HPAs en el ambiente, y es considerado junto con el fluoranteno y pireno,
como los principales hidrocarburos que actian como contaminantes atmosféricos
(Orliski-R. 2002, Tang-L et al. 2005). Al ser un hidrocarburo aromatico pequefio (3
anillos aromaticos), el fenantreno se emplea frecuentemente para desarrollar
estudios sobre el metabolismo de HPAs (Pelkonen-O et al. 1982, Narro-M et al.
1992).

Remocion de HPAs

Métodos biolégicos 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)
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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 (Providenti-M et al. 1993). Tales técnicas implican la excavacion de
suelos contaminados y su incineracion o contencion, 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 (Ward-O et al. 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 que se desea degradar (Providenti-
M et al. 1993, Ward-O et al. 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-
A et al. 2009).

Hongos vs bacterias en la biorremediacion
Las bacterias son microorganismos que participan activamente en la degradacion

de contaminantes organicos (Be-Y et al. 1996). Entre las especies bacterianas mas
conocidas capaces de degradar HPAs se encuentran Pseudomonas,
Agrobacterium, Bacillus, Burkholderia y Sphingomonas (Aitken-M et al. 1998). No
obstante, el uso de hongos filamentosos en el campo de la biorremediaciéon puede
tener ciertas ventajas sobre el uso de bacterias, debido a la alta penetracion del
suelo mediante el micelio y la colonizacién rapida de diferentes sustratos (Bisht-S
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 (Walter-U et al. 1991). El éxito
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evolutivo de este heterogéneo grupo de organismos se evidencia por el alto nimero
de especies, la diversidad de nichos y habitat y su capacidad para establecer
simbiosis con otros organismos como plantas y animales (Schneider-J et al. 1996).
Los hongos son organismos heterétrofos y juegan un papel importante en la
descomposicion de materia organica (Trzesicka-M et al. 1995). La produccién de
una gran variedad de enzimas tales como amilasas, lipasas, y proteasas les
permiten usar sustratos como el almidon, las grasas y diversas proteinas (Tam-Y et
al. 2002). Un numero mas limitado de especies pueden utilizar pectina, celulosa y
hemicelulosa como fuentes de carbono, mientras que otros son capaces de
degradar polimeros naturales particularmente complejos y resistentes al ataque
microbiano, tales como queratina, quitina y lignina (Romero-M et al. 1998). Producto
de la elevada inespecificidad de las enzimas implicadas en la degradacién de la
lignina, muchos hongos son capaces de degradar compuestos xenobioéticos entre
los que se encuentran los HPAs (Daane-L et al. 2002). Esta capacidad convierte a
los hongos en organismos de gran interés para la biorremediacion ambiental
(Anastasi-A et al. 2012).

Hongos en la biorremediacion. Ascomycetes vs Basidiomycetes
Aunque muchos enfoques de investigacion actuales promueven la aplicacion de

microorganismos exdégenos para propésitos de biorremediacién, los
microorganismos autéctonos representan una ventaja cuando compiten en
escenarios reales (Aranda-E et al. 2016). Asi, estudios recientes indican que los
hongos ascomicetes autoctonos, son el género fingico dominante en ambientes
contaminados con HPAs.

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-A. 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-E et al. 2016). La mayoria de los
suelos contaminados con HPAs estan colonizados principalmente por las especies

Penicillium, Fusarium, Trichoderma, Paecylomices y Debaryomyces pertenecientes
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al género Ascomycota, el phylum dominante. (Anastasi-A. 2012, Aranda-E et al.
2016).

Hongos extremofilos en la biorremediacion.
Los hongos extremofilos son importantes desde el punto de vista ambiental, debido

a su capacidad para producir extremoenzimas, caracterizadas por Ssu
termotolerancia, resistencia a cambios de pH, a altas concentraciones de sales, etc
(Neifar-M et al. 2015) (Nigam-P. 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
biorremediacion (Sinha-A et al. 2014, Singh-P et al. 2013).

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-B et al. 2013).
Diversas especies de hongos han sido caracterizadas como resistentes a ese tipo
de condiciones extremas, entre las que se encuentran Pestalotiopsis palmarum,
Lecanicillium muscarium, Phanerocheate chrysosporium y Aspergillus niger
(Betancor-L et al. 2013) (Li-Y 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 residuos
(Narayanan-K et al. 2013, Maruthi-A et al. 2013).

Metabolismo de HPAs en hongos
La degradacion de HPAs por medio de hongos ligninoliticos ha sido ampliamente

estudiada durante los ultimos afos (Figura 5) (Cajthaml-T et al. 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 degradacion de diferentes compuestos (Hofrichter-M et al. 1998).
El sistema ligninolitico consta de tres grupos enzimaticos principales: lignina
peroxidasa, manganeso peroxidasa, y fenoloxidasas (lacasas, tirosinasas) (Vyas-B
et al. 1994, Boyle-D et al. 1998).
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Figura 5. Vias empleadas por los hongos para metabolizar los HPAs (CajthamlI-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-E et al. 2016). Las EHSs,
por su parte, catalizan la hidrélisis de epoOxidos a sus correspondientes
transdidrodioles, participan en la sintesis de mensajeros quimicos y metabolitos
secundarios. Los metabolitos oxidados se conjugan entonces con sulfatos, metilos,
glucosas, xylosas o acido glucurénico (fase 2) (Aranda-E et al. 2016), proceso
mediado por transferasas, entre las que se encuentran las sulfotransferasas,
restringidas al género Ascomicota, y la glutation transferasa, involucrada en la
defensa contra especies reactivas del oxigeno debido a su actividad peroxidasa
(Aranda-E et al. 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 detoxificacion estan codificadas por familias multigénicas, incluidas
en el xenoma (biosistema responsable de la deteccion, transporte y metabolismo de
xenobidticos). Mas de 6000 genes codifican para la familia CYP, la cual es mas

diversa en el género Ascomicota (Aranda-E et al. 2016).
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Figura 6. Modelo integrativo simplificado del mecanismo intracelular para la conversién de HPAs en
hongos. CYP (Sistema del citocromo P450), EH (epéxido hidrolasa), ST (sulfotransferasa), QR (quinona

reductasa).

Muchos de los ambientes contaminados por HPAs, como los sitios de extraccion de
petréleo y las aguas residuales de la industria petroquimica, se caracterizan por ser
salados o hipersalinos (Gousmi-N 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-like ha
sido reportado como un hongo haléfilo con potencialidades para la produccién de

enzimas ligninoliticas funcionales en condiciones hipersalinas (Batista-G et al.
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2014). Segun lo expuesto anteriormente, la cepa A. sydowii-like, 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
biotecnolédgicas y estudiar aspectos de haloadaptacion y expresion de enzimas
robustas (extremozimas) en presencia de benzo [a] pireno y fenantreno como Unica
fuente de carbono, resulta relevante la caracterizacion del transcriptoma de A.

sydowii-like 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 traduccioén, a partir de los
cuales se producen moléculas de ARNm y proteinas, respectivamente. Eventos
celulares tales como la replicacién, la diferenciacion, la division celular y otros
caracteres macroscopicos tales como rasgos fenotipicos, morfolégicos, funcionales
y de respuesta ante estimulos son producto de la expresion diferencial de genes.

La transcripcidén es un proceso nuclear cuya activacion depende de estimulos intra
0 extracelulares que activan cascadas de sefializacion para determinar cuales
genes deben expresarse o reprimirse de acuerdo con el tipo de estimulo inicial. La
regulacion de la transcripcién depende de la union 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-N et al. 2002). El
namero de moléculas producidas de un ARNm determinado depende de la funcién
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 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 donde, como y cuando es generado un transcripto, bajo una

condicion dada, es fundamental para el entendimiento de la actividad biolégica de
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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-D et al. 2000). En conjunto, todos los transcriptos derivados de
genes que se producen en una ceélula en un momento y bajo una condicion
fisiolégica 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 condicién 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 cDNA 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 expresion génica en tratamientos
y cinéticas de expresion (Shalon-D et al. 1996, Schena-M et al. 1998, Meyers-B et
al. 2004, Marguerat-S et al. 2010); sin embargo, estas estrategias resultan limitantes
al estar basadas en hibridacion, tener baja cobertura, y en algunos casos necesitar
algun conocimiento previo de la secuencia del genoma para su implementacion
(Ward-J et al. 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
transcriptomica. Estas tecnologias han permitido no solo generar informacién con
altos rendimientos y a bajo costo, sino también abrir nuevos horizontes para el
entendimiento detallado y global de procesos de expresion (Ward-J et al. 2012,
Mochida-K et al. 2011, Schneeberger-K et al. 2011).
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Tecnologia RNA-seq
La caracterizacion completa y el analisis global de la expresion génica en una célula

o tejido, aun sin ninguna informacién gendmica previa, es ahora posible a través de
la implementacién de la secuenciacion de ADNc, o mas recientemente de la
secuenciacion directa de ARN, tecnologia conocida como RNA-seq (Wang-Z et al.
2009, Garber-M et al. 2011, Egan-A et al. 2012). Esta herramienta transcriptomica
cambia la manera de como se analizan y comprenden los (Wang-Z et al. 2009).
Ademas, el RNA-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-R et al. 2009, Gulledge-A et al. 2012). La informacién
de esta manera puede ser integrada e interpretada, y se constituye de gran utilidad
para vislumbrar procesos biolégicos y mecanismos de coexpresion.

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 RNA-seq se han llevado a cabo en
especies eucariotas tales como Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces
pombe, Drosophila melanogaster, el raton y el humano (Nagalakshmi-O, et al. 2008,
Mortazavi-A et al. 2008, Maher-C et al. 2009, Pickrell-J, et al. 2010, Gan-Q et al.
2010, Daines-B et al. 2011, Peng-Z et al. 2012), lo que ha demostrado la alta
aplicabilidad que el RNA-seq ha tenido en estudios de especies modelo.

El RNA-seq es una herramienta transcriptdmica 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 obtencién de un ARN de buena
calidad que represente todos los transcritos que se producen en la condicién 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-J et al. 2012). La fragmentacion del ARN o del
cDNA se realiza o bien por nebulizacién, por digestion con enzimas de restriccion o

a través del uso de cationes divalentes bajo condiciones de presiones elevadas
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(Wang-Z et al. 2009). Generalmente el fraccionamiento se realiza posteriormente a
la sintesis de ADNc. 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-S et al. 2010, Core-L et al. 2008), o alternativamente se pueden
adicionar directamente a la cadena sencilla de ADNc (Marguerat-S et al. 2010,
Maher-C et al. 2009).

En cuanto a la cantidad y concentracion del ARNm que se requiere para la
tecnologia RNA-seq, el rango esta actualmente entre 5 y 10 ug, con una
concentracion alrededor de 500 ng/pl [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 RNA-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 -
R et al. 2009, Gulledge-A et al. 2012). Asimismo, los datos arrojados por RNA-seq
tienen una alta precisién con respecto a los niveles de expresion génica que se
obtienen a través de PCR (del inglés polimerase chain reaction) cuantitativa (QPCR)
(Ward-J et al. 2012, Wang-Z et al. 2009, Nagalakshmi-O et al. 2008). Ademas,
también se ha mostrado que los resultados son altamente reproducibles (Wang-Z
et al. 2009).

La tecnologia RNA-seq actualmente esta4 disponible comercialmente en las
companias  Roche/454,  Solexa/lllumina,  SOLID/Life = Technologies vy

Helicos/BioSciences; sin embargo, de las tecnologias de NGS disponibles las méas
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aplicadas son Roche/454 y Solexa/lllumina (Strickler-s et al. 2012). No obstante,
estas compafias y otras no cesan en la busqueda de mayores rendimientos de
secuenciacion, obtenciéon de lecturas mas largas que se lleven a cabo en tiempo
real y cada vez a costos méas bajos (Metzker-M. 2010, Mardis-E. 2011).

Uno de los objetivos al emplear la tecnologia de RNA-seq no es solo identificar la
presencia de transcriptos, sino la de cuantificar el nivel de expresion de cada uno.
En este sentido aquellas lecturas que se encuentren en alta proporcion
representardn niveles altos de expresion de determinado gen y aquellos transcriptos
ausentes, o con un bajo numero de lecturas, serdn aquellos que o0 no se expresan
o lo hacen a niveles muy bajos (Schenk-P et al. 2012). En algunos casos se realizan
normalizaciones quimicas en las librerias de ADNc con el fin de igualar su
abundancia. De esta manera aquellos transcriptos altamente expresados no seran
los Unicos para los que se obtengan lecturas en la secuenciacion (Ward-J et al.
2012).

Transcriptémica en hongos halofilos
Los hongos haléfilos han desarrollado estrategias adaptativas que les han permitido

sobrevivir en ambientes hipersalinos. Liu y colaboradores en el 2017 (Kai-H et al.
2017), analizaron comparativamente el transcriptoma del hongo haléfilo Aspergillus
montevidensis ZYD4 con el objetivo de dilucidar los mecanimos 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 acumulaciéon de glicerol, el
almacenamiento de solutos compatibles, la esporulacion asexual, entre otros. Estos
resultados proporcionan una mejor comprension a nivel molecular de los
mecanismos osmoadaptativos en este tipo de hongos haldfilos.

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. He y colaboradores
en el 2017 (Bin-H et al. 2017), analizaron los mecanismos bioquimicos de proteccion
de este hongo bajo condiciones de estrés salino. Los resultados transcriptomicos

mostraron la expresion de genes regulados positivamente, relacionados con la
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acumulacion de arginina y la sintesis de &cido 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 J. et al (Zajc-J et al. 2013), analizaron el transcriptoma del hongo extremofilo
Wallemia ichtyophaga en respuesta a condiciones limitantes de salinidad y
demostraron el papel que juega la pared celular de Wallemia ichtyophaga en su
respuesta a altas concentraciones de sal. El analisis revel6 un enriguecimiento
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 et al en el 2017 (Cong-B 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. Ademas, se anotaron 1 lacasa y
tres peroxidasas similares a la lignina y manganeso peroxidasas, asi como una
glutation y una catalasa-peroxidasa. Este estudio proporciona informacion util para
mejorar nuestra comprension acerca de la produccion de enzimas lignoceluldsicas

a bajas temperaturas.

Transcriptémica en hongos en presencia de HPAs
Actualmente existen pocos estudios transcriptomicos en hongos en presencia de

HPAs, y tales estudios estan asociados generalmente a los genomas anotados
disponibles. El desarrollo de microarreglos empleando el basidiomiceto
Phanerochaete chrysosporium demostré6 que los citocromos P450 (CYPs) se
encuentran expresados diferencialmente en presencia de antraceno y tienen
propiedades cataliticas distintas en antraceno y anthrona (Chigu-N et al. 2010). En
esta especie, las enzimas glutation-S transferasas (GSTs) Ure2p4 y Ure2p6 se
expresan especificamente luego del tratamiento con HPAs (Thuillier-A et al. 2011).
Los experimentos realizados empleando RT-PCR en P. chrysosporium en
condiciones no ligninoliticas mostraron que dos CYPs monooxigenasas (CYP63A2
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y CYP5136A3) fueron reguladas positivamente en presencia de benzo [a] pireno
produciendo metabolitos P450-hidroxilados (Sukanta S. et al. 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 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 del hongo
Neosartorya fischeri (Edna L. et al. 2015), capaz de transformar asfaltenos, donde
se observé una regulacién positiva en genes que codifican para monooxygenasas.
Exophiala pisciphila (Mélanie-M et al. 2013), aislada de un suelo contaminado con
metales pesados, mostré una regulacién positiva de GSTs, especialmente Ure2p,
bajo diferentes condiciones ambientales.

Caracteristicas de la cepa hal6fila moderada A. sydowii-like
En el Laboratorio de Biologia Molecular de Hongos del Centro de Investigacion en

Biotecnologia de la UAEM se aislo y caracterizo el hongo haldéfilo A. sydowii-like
(Batista-G et al. 2014). Este hongo mostré 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 inhibicion en su crecimiento cuando crece en
medios sélidos 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
toxicos. El estudio de la degradacion microbiana de HPAs tiene un alcance relevante
en el contexto de aplicaciones biotecnolégicas, 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 mineralizacion de HPAs en
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condiciones hipersalinas son alin muy limitados, mas aun en hongos filamentosos,

de ahi la pertinencia de este proyecto.
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Hipotesis:
El hongo haléfilo A. sydowii-like degradard benzo [a] pireno y fenantreno en
condiciones hipersalinas (1.0 M NaCl) al expresar diferencialmente enzimas

oxidativas en cultivos con benzo [a] pireno y fenantreno.

Objetivo general:
Analizar comparativamente el transcriptoma de A. sydowii-like crecido en una

mezcla benzo [a] pireno: fenantreno en condiciones hipersalinas.

Objetivos especificos:
1. Analizar la tolerancia de A. sydowii-like a mezclas de benzo [a] pireno y

fenantreno en presencia de 1.0M de NacCl.

2. Obtener el transcriptoma de A. sydowii-like crecido con los HPAs benzo [a] pireno
y fenantreno o glucosa, ambas condiciones suplementadas con 1.0 M de NaCl.

3. Analizar comparativamente el transcriptoma de A. sydowii-like crecido con los
HPAs benzo [a] pireno y fenantreno o glucosa, ambas condiciones suplementadas

con 1.0 M de NaCl, para identificar genes involucrados en la degradacion de HPAs.

Materiales y Métodos.

Medios de cultivo y soluciones stock

Preparacion de Medio minimo

Para la preparaciéon de medio minimo se utilizaron los siguientes reactivos a las
concentraciones indicadas para 1 L de agua destilada: 7.8 mg de CuSOa4 x 5H20,
18 mg de FeSO4 x 7H20, 500 mg de MgSO4 x 7H20, 10 mg de ZnSO4, 50 mg de
KCI, 1 g de K2HPOa4y 2 g de NH4NOs. Luego se ajusto el pH a 6 con acido fosférico
— KOH al 0.25 N y se esterilizé en autoclave. Se adicion6 agar (2%) cuando se

requirié preparar medio de cultivo sélido.
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Buffer de Citrato (0.01 M), pH 5

Se prepar6 una solucién de citrato de sodio, la cual contenia 1,47 g de citrato de
sodio en 100 mL de agua destilada. Posteriormente se preparé una solucion de
acido citrico, para lo cual se adicionaron 0.96 g del acido en cuestion en 100 mL de
agua destilada. Por ultimo, se mezclaron en un vaso de precipitado, 60 mL de la
solucion de citrato de sodio y 40 mL de la solucién de acido citrico, para un volumen
final de 100 mL. Se ajust6 el pH a 5.

Buffer fosfato (PBS 10 X), pH 7

En 1 L de agua destilada se adicionaron: 80g de NaCl, 2 g de KCl y 14.4 g de
Na2HPOa4. Posteriormente se ajusto el pH a 7.

Buffer fosfato (PBS 1X)

Se prepard una solucién que contenia 80 mL de agua destilada y 20 mL de PBS
10X.

Buffer fosfato (PBS 1X) - Tritén 0.1%

Se prepard una solucién que contenia 50 mL de PBS 1X y 50 pyL de Triton 100X
(comercial).

Solucién de 2-Naftil acetato, 250 mM

Se adicion6 5 mg de 2-naftil acetato (comercial) en 500 uL de acetato de sodio (1M).
Solucion de Fast Garnet

Se adicion6 en 100 pL de PBS 1X — Triton (0.1%), 10 mg de Fast Garnet.

Buffer fosfato (PBS 1X) con Triton 0.1%

Se adicioné en 90 mL de agua destilada, 100 pL de Triton 100X y 10 mL de PBS
10X.

Preparacion de sustratos parala medicién de las actividades enzimaticas:
Solucién para esterasas

Se prepar6 una solucion que contenia 10 mL de PBS 1X — Tritdén (0.1 %), 50 uL de
2-naftil acetato y 10 pL de Fast Garnet.

Solucion de ABTS, 30 mM

Se adicion6 en 10 mL de agua destilada, 164.6 mg de ABTS. Al finalizar la
preparacion se cubrié el frasco con papel de aluminio, debido a que el reactivo es

fotosensible.
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Solucion de peroxido de hidrégeno

Se afiadi6é en 10 mL de agua destilada, 170 pL de peréxido de hidrogeno al 30 %
(reactivo comercial).

Reactivo de Lowry (reactivo de Biuret y reactivo de Folin-Ciocalteu)

Reactivo de Biuret

En 50 mL de hidroxido de sodio (0.1 N) se agregé 1g de carbonato de sodio.
Posteriormente se afiadieron 500 uL de sulfato de cobre (1%) y 500 uL de tartrato
de sodio potasio (2%).

Reactivo de Folin-Ciocalteu

Se realiz6 una disolucion 1:2 del reactivo de Folin-Ciocalteu (2N) en agua destilada.

Metodologia

Microorganismo

A. sydowii-like es la cepa de hongo haldfilo (Batista-G et al. 2014) que sera utilizada
en este estudio. Se encuentra conservada en el cepario del Laboratorio de Biologia
Molecular de Hongos del Centro de Investigacion en Biotecnologia de la UAEM. Se

conserva a 4°C en cajas de Petri con Agar Papa Dextrosa y Agar Malta.

Evaluacion de laremocién de benzo [a] pireno y fenantreno por cromatografia
liguida de alta eficacia (HPLC por sus siglas en inglés). Eleccion del tiempo de
extraccion del ARN de A. sydowii-like.

Se cultivo el hongo A. sydowii-like en medio liquido (pre-inéculo: matraces de 250
mL conteniendo 50 mL de medio minimo (MM) + glucosa (10%), 1 X 10° esporas de
A. sydowii-like, 1.0 M de NaCl, 28°C y 150 rpm) hasta alcanzar su fase mas activa
de crecimiento (establecida en estudios previos: 4 dias). Luego del cuarto dia, el
micelio se colecté mediante centrifugacion a 4000 rpm, 4°C por 10 min y fue lavado
tres veces con solucién salina 0.5%. Se inocularon 3.0 g de micelio en matraces de
250 mL conteniendo 50 mL de solucién salina 0.5% y se incubaron durante 15h a
28°C y 150 rpm con el objetivo de agotar los materiales de reservas en el hongo

como consecuencia de su crecimiento en un medio rico. Posteriormente, se colecto
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nuevamente el micelio como fue descrito anteriormente y se inoculé 1g de micelio
por triplicado en matraces de 250 mL conteniendo 50 mL de MM y 1.0 M NacCl, los
cuales se suplementaron con la mezcla benzo [a] pireno:fenantreno (1:1;
50ppm:50ppm) o glucosa (control) (total: 6 muestras) y se incubaron a 28°C y 150
rpm. Se colect6 el micelio de los cultivos a las 0, 12h, 1, 2, 4, 6, 8 y 10 dias de
cultivo.

Con el objetivo de seleccionar el tiempo de extraccion del ARN de A.sydowii-like
para su posterior analisis transcriptomico, se evalud la remocion de benzo [a] pireno
y fenantreno por A. sydowii-like a través de un analisis por HPLC a las 0, 12h, 1, 2,
4, 6, 8 y 10 dias de exposicion del cultivo. El procedimiento para obtener la muestra
gue se aplicé posteriormente al HPLC se llevo a cabo como sigue: se realizé una
extraccion liquido: liquido de la muestra con hexano (Hexano 70:30 medio de
cultivo), se colect6 el hexano a través del uso de la bureta, separando ambas fases
pasa solo tomar la fase organica, este paso se llevo a cabo dos veces por matraz
para extraer la mayor cantidad de hidrocarburo. Posteriormente, el hexano
colectado se roto-evaporo para tener un volumen aproximado de 2 ml, los cuales se
secaron para finalmente agregar un mililitro de la fase mévil (Metanol-agua) que se
utilizé en la columna cromatografica. La separacién se realiz6 usando una columna
C-18 (0,25 mm de diametro por 30 m de longitud, 0,25 um de espesor de pelicula)
utilizando una fase mévil Metanol: H20 (90:10) con un bombeo de 0,8 mi/minuto,

con temperatura de 40 °C.

Determinacion de la actividad enzimatica en A. sydowii-like en presencia de
HPAs

Las actividades enzimaticas se determinaron a partir de 2mL de sobrenadante
extraido a los mismos tiempos mencionados anteriormente. El sobrenadante
colectado se centrifug6 en tubos de 15 ml a una velocidad de 4000 rpm durante 15
minutos y se descartd cualquier resto de micelio que pudiese contener. Para la
determinacion de las actividades se emplearon microplacas de 96 pocillos, y se
utilizd un espectrofotometro automatizado modelo Epoch (BioTek)
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Determinacion de la actividad enzimética de lacasas.

La determinacion de la actividad de lacasas se monitore0 por la reaccion del 2,2"-
azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) en buffer de acetatos 2M
(pH 4.5). En presencia de enzimas oxidativas como las lacasas, el ABTS se oxida
dando una coloracién azul. El coeficiente de extincion molar para el ABTS es de 36
000 M1 cm*, La absorbancia se determind a 420 nm (Batista et al., 2014).
Reaccion:

-200 pl del sobrenadante

-90 pl de Buffer de acetatos

-10 pl de ABTS a 30 mM

Las lecturas se iniciaron en el momento de adicionar el sustrato y se registraron
cada tres minutos durante 15 minutos

Determinacion de la actividad enzimética de peroxidasas.

Para la determinacion de la actividad peroxidasa se siguié el mismo protocolo
empleado para las lacasas, con la diferencia de que se afiadieron 10 pl de H20:2
(0,005%) a la mezcla de reaccion. La medicion se calculé a partir de los valores de
absorbancia a 420 nm, por la formacion del radical del ABTS (coeficiente de
extincion molar de 36 000 M1 cm). Las lecturas se iniciaron en el momento de
adicionar el sustrato y se registraron cada tres minutos durante 15 minutos
Determinacion de la actividad enzimética de esterasas.

La determinacion de la actividad de esterasas se monitored por la reaccion del 2
naftil acetato en buffer PBS 1X + Tritdn (0.1%). En presencia de enzimas oxidativas
como las esterasas, el 2 naftil acetato se oxida dando una coloracién roja. El
coeficiente de extinciébn molar para el 2 naftil acetato es de 23 395 M cm™. La
absorbancia se determin6 a 538 nm (Batista-G et al. 2014).

Reaccion:

-10 mL de PBS 1X + Triton (0.1%).

-50 pl de 2 natftil acetato (1%)

-10 pl de Fast Garnet (1%)

Las lecturas se iniciaron en el momento de adicionar el sustrato y se registraron

cada cinco minutos durante 30 minutos
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Los experimentos se realizaron por triplicado, con dos mediciones independientes
en cada caso. Las mediciones tanto para lacasas, peroxidasas como esterasas se
expresaron como actividad especifica (U/mg) la cual se define como la cantidad de
enzima que produce 1 umol de producto en la unidad de tiempo (t) por miligramo de

proteina (mg)

Cuantificacion de proteinas totales involucradas en la degradacion de HPAs
mediante Lowry

En una placa de 96 pocillos se aplica en cada pocillo 90 pL de sustrato y 190 uL del
reactivo de Biuried. Se incuba a temperatura ambiente (20 °C) durante 20 minutos
en la oscuridad. Posteriormente, se adicionan 20 pL del reactivo de Follin y se
incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.

Para el control se utilizaron 90 pL de agua destilada, 190 pL del reactivo de Biuret
y 20 uL del reactivo de Follin.

Todas las muestras se aplicaron por triplicado y se midio la absorbancia a 650 nm.

Curva de calibracion
A partir de una solucion de referencia de Seroalbumina Bobina (BSA, 1g/mL) se
preparé una curva de calibraciéon de 20 a 200 pg/mL. Se aplicaron diluciones

seriadas 1:2 en una placa de 96 pocillos, por triplicado.

Determinacion del pH en cultivos del hongo A. sydowii-like
Se midi6 el pH en cultivos que contenian MM + glucosa (10%), MM + HPAs
(100ppm) y MM + HPAs (100ppm) + A. sydowii-like a los tiempos 0,2,4,6,8 y 10 dias

por triplicado.

Evaluacion del efecto de la presencia de HPAs en el crecimiento del musgo
Physcomitrella patens

El musgo Physcomitrella patens fue cultivado en cajas con medio knop 2X por
aproximadamente 7 dias y luego explantes del protonema del musgo fueron

cultivados en medio Knop 2X (5mL) + agua destilada (3mL) + Muestra (2mL)
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Muestras evaludas: Hexano, MM, MM+HPA o MM+HPA+A.sydowii-like. Se midio el
crecimiento del musgo a los 44 dias de cultivo. Para el analisis estadistico se emple6
el paquete GraphPad Prism, version 7.03.

Extraccion de ARN total de A. sydowii-like

La purificacion del ARN se realiz6 mediante el método de Tri Reagent (SIGMA)
segun las instrucciones del fabricante. La integridad y pureza del ARN se evalu6
inicialmente mediante electroforesis en geles de agarosa (1% de agarosa en tampon
MOPS, 0.9% formaldehido). Posteriormente, las muestras se analizaron mediante
electroforesis capilar (Qubit RNA Assay Kit and Agilent bioanalyzer) para determinar
el RIN (del inglés RNA Integrity Number).

La construccion de bibliotecas, asi como la secuenciacion del ARNm mediante la
técnica RNA Seq se realizaron en las instalaciones de Applied Biological Materials
Inc. en Canada. Para ello se utilizé el lllumina TruSeq mRNA library prep kit. El
control de calidad de las bibliotecas se realizé utilizando un Qubit DNA assay and
Agilent bioanalyzer. Las bibliotecas se agruparon y cuantificaron mediante gPCR.
El analisis de la calidad de las secuencias se realiz6 mediante el software FASTQC
(Andrews-S et al. 2014). 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, para la eliminacién 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).

Transcriptoma: ensamblaje de novo y anotacion funcional

El ensamblaje de novo de las secuencias se realizé utilizando el software Trinity
(Haas-B et al. 2013). La anotacién de las secuencias ensambladas se realiz6
mediante BLAST (Expectation value: 1e-3, Open Gap Penalty: 9, Gap Extension
Penalty: 2) en la base de datos UniProt utilizando el software Blast2GO (Stefan-G

et al. 2008). Para la cuantificacion de la abundancia de los transcritos se utilizo el
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programa Kallisto (Li-E et al. 2011). Los niveles de expresion se reportaron en
transcritos por millon (TPM) (Conesa-A et al. 2016) (Wagner-G et al. 2012).

Analisis de niveles de expresion y expresion diferencial

El procesamiento de los datos de expresion se realizé utilizando diferentes paquetes
implementados en Bioconductor, un proyecto de codigo abierto para el analisis de
datos genomicos en R (Gentleman-R et al. 2004). 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 1.5 conteos por millén
de lecturas (cpm<1.5). Los datos de expresion fueron normalizados mediante el
algoritmo RUVseq para eliminar la variacion experimental en las muestras y
ponderar la variacion biologica (Risso-D et al. 2014). El andlisis de la expresién
diferencial de genes se realiz6 mediante la herramienta DESeq2 (Love-M et al.
2014). Se consideraron como diferencialmente expresados, aquellos transcritos con
logFC (Fold Change) >1 y FDR (False Discovery Rate) <0.1.

Analisis de enriguecimiento de términos GO y vias metabdlicas.

La anotacion de términos de GO se realizé mediante el programa Blast2GO (Stefan-
G et al. 2008). Para la determinacion del enriqguecimiento se utiliz6 el método
computacional GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) (Aravind-S et al. 2005)
incluido en el programa Blast2GO. Por medio de este método se obtuvieron los
graficos correspondientes a rutas o vias metabodlicas en base a los términos
correspondientes a las ontologias: Proceso biolégico (BP), Funcion Molecular (MF)
y Componente Celular (CC). En cada caso se graficaron los términos mas
significativos de acuerdo con el método GSEA y se realizo el andlisis de los niveles

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

Evaluacion de la tasa de degradacién y remocion de benzo [a] pireno y
fenantreno en el tiempo mediante cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC por sus siglas en inglés). Eleccion del tiempo de extraccion del
ARN en A. sydowii-like.

Con el objetivo de seleccionar el tiempo de extraccion del ARN del hongo A. sydowii-
like para su andlisis transcriptomico en presencia de HPAs como unica fuente de
carbono, se determind el porcentaje de degradacion de HPAs en el tiempo mediante
un andlisis por HPLC. En este trabajo se seleccionaron el benzo [a] pireno y el
fenantreno, dada su abundancia en el ambiente y su empleo como indicadores para
la supervision de sitios contaminados con HPAs.

Por medio de cromatogramas obtenidos mediante HPLC, se pudo determinar, en
correspondencia con el area bajo la curva representada como un valor para cada
cromatograma, qué cantidad de benzo [a] pireno y fenantreno quedaba como
remanente en el sobrenadante y el micelio del hongo, y de esta manera se
determind qué parte del total de HPAs habia sido degradada. Los cromatogramas
obtenidos son una representacion de la disminucién paulatina de la concentracion
de HPAs en el sobrenadante, asi como del aumento de la cantidad de HPAs
adherida al micelio en el transcurso del tiempo (figura 7). En esta figura se
representan las mili-unidades de absorbancia en el eje Xy en el eje Y los tiempos
de retencién correspondientes a cada compuesto, en el caso del benzo [a] pireno

es de 12.6 minutos y del fenantreno de 5.3 minutos.

3 ! 1 Cinética 11-02.2017 #1 Exp P t=0

B2 e N =0 2 R i) Exp PRt=12 2 - Cinética 11-02-2017 #70 Exp PR1=12
| D-CEtEn il (78 ExpPi=1 3 - Cinética 11-02-2017 #78 Exp P i=1
| SeEniEn TR AN 2R ExpP1=2 7 4 - Cinética 11-02-2017 #81 Exp P i=2
5 Cinética 11-02-2017 a6 Exp Pi=d .

7

B 7 Cintioa 11022017 #131 Exp P18
16 - Cinéica 11-02-2017 #134 Exp P =10

- Cinética 11-02-2017 #130 Exp P t=8
Cingtica 11-02-2017 #135 Exp Pt=10

300 4

FREEE]
2o
5

30| mau
60
2004
40

20

-204

e r T T T T ik

34



1 - Cinética 11-02-2017 #33 Exp P micelio t=2 1 - Cinética 11-02-2017 #75 Exp P micelio t=12
7 2 - Cinética 11-02-2017 #103 Exp P micelio t=4 72 - Cinética 11-02-2017 #72 Exp P micelio t=1
73 - Cinética 11-02-2017 #119 Exp P micelio t=6 13 - Cinética 11-02-2017 #99 Exp P micelio t=2
I 4 - Cinética 11-02-2017 #104 Exp P micelio t=4
¥ 5 - Cinética 11-02 Exp P micelio t=1C ol
334 i
maU - R — =
300 70,0, 7 - Cinéica 11-02-2017 #126 Exp P micelio =10
"4 mau
625
200 \

004

100 10 120 130 140 150 160 0 10 20 30 40 50 50

Figura 7: Cromatogramas obtenidos por HPLC del hal6filo moderado A. sydowii-like en representacion
de la cantidad de HPAs presentes en el sobrenadante y el micelio del hongo. A, Benzo [a] pireno
Sobrenadante; B, Fenantreno Sobrenadante, C, Benzo [a] pireno micelio, D, Fenantreno micelio

De acuerdo con los valores obtenidos de degradacion y remocion de benzo [a]
pireno y fenantreno por A. sydowii-like, se construyeron gréficos de % de
degradacion y remocién de HPAs en el tiempo (figura 8), donde se entiende por
remocion aquello que se absorbe y se adhiere al micelio del hongo, y, por tanto, es
removido del medio y por degradacién aquello que solamente se absorbe y penetra

al interior de la célula para ser posteriormente degradado.
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Figura 8. Degradaciéon y remocién de los HPAs benzo [a] pireno y fenantreno por A. sydowii-like. A,

Ajuste de los valores de degradacion de HPAs en el tiempo a una curva polinomial. B, Degradacion de

benzo [a] pireno y fenantreno en el tiempo. C, Remocion de benzo [a] pireno y fenantreno en el tiempo.

Estos resultados revelaron que la degradacion y remocién de ambos hidrocarburos

tiene un comportamiento similar en el tiempo a partir del dia 2 de cultivo, en este

sentido se alcanz6 un 48 y un 58% de degradacion de benzo [a] pireno y fenantreno

respectivamente al dia 4 (tabla 1), valores cercanos a la mitad del total de HPAs

presentes en el medio, lo que estd en concordancia con los resultados obtenidos

por Han y colaboradores en el 2004 (Han-M et al. 2004) tras evaluar la degradacién

de fenantreno por la cepa Trametes versicolor 951022.

Tabla 1. Valores de degradacion y remociéon de benzo [a] pireno y fenantreno en el tiempo, asi como de

la presencia de estos HPAs en el sobrenadante y el micelio de los cultivos.

Time( | Benzo [a] | Benzo [a] | Benzo [a] | Benzo [a] | Phenanthre | Phenanthr | Phenanthren | Phenanthren
days) | Pyrene (% | Pyrene (% | Pyrene (% | Pyrene ne (% | ene (% | e (% | e (Removed
Supernatant) | Mycelium) | Degraded) | (Removed | Supernatan | Mycelium) | Degraded) %)
%) t)
0 100 0 0 0 100 0 0 0
0.5 70.1+1.7 30.7+1.8 0 30.7+1.0 71.6+24 225+39 59+1.6 284+13
30.6+£2.5 70.2+1.5 0 70.2+2.1 266 2.1 54347 19.1+34 73.4+1.4
2 69.3+1.3 13.1+£1.1 176 +£1.2 30.7+£0.5 61.3+4.2 6.3+1.4 324+28 38.7x21
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4 26.2+15 26.5+1.0 47312 73.8+0.7 26.2+20 16.2+0.2 57.6+17 73.8+0.6
6 27.0+04 18.3+0.6 54.7+0.5 73+1.1 21.1+33 18.0+29 60.9+5.1 78.9+0.2
8 21.4+38 17.2+0.7 61.4+22 78.6+1.3 11.0+1.0 25.1+£3.0 63.9+21 88.9+0.4
10 12.3+0.9 176 +0.9 70.1+£0.9 87.7+0.8 13.1+1.3 14.1+3.0 72.8+2.2 86.9+0.5

La grafica de remocién muestra, por su parte, un maximo durante el primer dia de
cultivo, que disminuye al dia 2. Este proceso pudiera deberse a una desorcion de
los HPAs adsorbidos al micelio del hongo en las primeras horas de cultivo, para
comenzar posteriormente un proceso de degradacién a partir del dia 2. En el 2014,
Iheanacho y colaboradores (lheanacho-C et al. 2014), luego de analizar la
degradacion de hidrocarburos en una zona petrolifera en Nigeria, donde aislaron 9
especies de hongos entre los que se encontraba Aspergillus japonicus, reportaron
gue este hongo era capaz de degradar el 80% de los HPAs presentes en el medio
al dia 14. Wu y colaboradores (Wu-Y et al. 2008), por su parte, reportaron en el 2008
que el por ciento de degradacion de hidrocarburos en otros ascomicetos estaba
entre el 30 y el 60% a los 12 dias de cultivo, mientras que los resultados obtenidos
por Pernia y colaboradores en el 2012 (Pernia-B et al. 2012) mostraron que algunos
hongos del género Aspergillus degradaban entre un 15y un 45% de HPAs después
de 20 dias de cultivo. En nuestro estudio, se determiné que A. sydowii-like era capaz
de degradar en 10 dias hasta un 71 y un 73% de benzo [a] pireno y fenantreno
respectivamente, lo cual lo hace un candidato prometedor para estudios de
biorremediacion.

Las graficas de degradacion de HPAs representadas en la figura 8 mostraron a su
vez un caracter exponencial entre los dias 2 y 4 de cultivo, lo cual se comprobo
mediante un ajuste a una curva exponencial en los intervalos de tiempo mostrados
en la tabla 2, siendo la region comprendida entre los dias 2 y 4 de cultivo la que
mejor se ajusta a este tipo de comportamiento, por lo que de acuerdo a estos
resultados se seleccion6 para la extraccion del ARN el dia 3, correspondiente a la

mitad de la fase exponencial.
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fenantreno en los intervalos de tiempo especificados.

Tabla 2. Valores obtenidos del ajuste a una curva exponencial de la degradacion de benzo [a] pireno y

Tiempo (dias) | Ecuacion dela | R?
recta
Benzo [a] | 2-4 6.75e0-4904x 1
pireno
2-6 11.854g0-2792x 0.8399
2-8 15.838g0-1923x 0.7711
2-10 18.757e0-1 0.7556
Fenantreno 0.5-2 5.4495g0-9576x 0.8542
2-4 18.776e0-282x 1
2-6 26.441e01536x 0.8111
2-8 31.4150-1019x 0.7228
0.5-10 15.104g0-1922x 0.6719
2-10 33.701g0-0843x 0.7557

Esto concuerda con lo planteado por Zajc y colaboradores en el 2013 (Zajc-J. 2013)
para la secuenciacion del genoma y transcriptoma del hongo halé6filo Wallemia
ichthyophaga, asi como lo reportado por Wang y colaboradores en el 2010 (Wang-
B et al. 2010) para el analisis del transcriptoma de Aspergillus oryzae. Xie y
colaboradores en el 2015 (Xie-B et al. 2015) analizaron el transcriptoma de este
hongo filamentoso e igualmente afirmaron colectar el micelio transcurridas las
primeras 72 horas de cultivo, para proceder a la extraccion del ARN. 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 con la degradacién de
HPAs, por lo que, si se pretende realizar un andlisis transcriptomico de A. sydowii-
like en estas condiciones, es acertado seleccionar, para la extraccion del ARN, un
tiempo que se encuentre a la mitad de la fase exponencial, dado que, a diferencia
de lo que ocurre en organismos procariotas, donde la transcripcion y la traduccién
son dos procesos acoplados, de manera que a medida que se forman las cadenas
de ARNm y se separan del molde, los ribosomas proceden a su traduccion, en

organismos eucariotas son dos procesos independientes separados en tiempo y
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espacio, ya que la transcripcion ocurre en el nacleo mientras que la traduccion

ocurre en el citoplasma de la célula.

Determinacion de la actividad enzimatica en A.sydowii-like en presencia
de HPAs

En el presente estudio se midieron las actividades lacasas, peroxidasas y esterasas
en A. sydowii-like de acuerdo con lo descrito previamente en materiales y métodos.
Los resultados obtenidos evidenciaron una mayor actividad especifica de las
esterasas en relacion con lacasas y peroxidasas en estas condiciones (figura 9).
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Figura 9. Determinacién de la actividad enzimatica en A.sydowii-like en presencia de HPAs. A, Actividad
enzimatica especifica de lacasas, peroxidasas y esterasas; B, Ensayo de actividad lacasa, peroxidasay

esterasa. R1: réplica 1, R2: réplica 2.

En esta figura se puede observar que las esterasas presentan un rango maximo de
expresion en los tiempos 4 y 8 (figura 9). Esto se corresponde con lo planteado por
Martinez y colaboradores en el 2004 (Martinez-M et al. 2014) donde plantea que las
esterasas estan reportadas como enzimas activas en la hidrolizacion vy
mineralizacion de HPAs en las etapas tempranas de degradacion de este tipo de
compuestos. En relacion a la expresion de lacasas, se observa un aumento
paulatino entre los dias 2 y 6 de cultivo, a diferencia de las peroxidasas, que
disminuyen su expresion transcurridos los primeros 8 dias cultivo. La determinacion
de estas enzimas corrobora lo planteado por Pozdnyakova y colaboradores en el
2010 (Natalia-N et al. 2010), en un estudio referente a la influencia de lo HPAs en
la produccion de enzimas ligninoliticas en el hongo Pleurotus ostreatus D1, donde
afirmaron que el hecho de que la mayor actividad de estas enzimas sea observada
a tiempos diferentes, podria estar relacionado con que las lacasas estén
involucradas en las primeras etapas de degradacion de los HPAs y que las
peroxidasas pudieran ser necesarias para la oxidacion de los productos que se
obtienen de dicha degradacion, ya que como se observa en la figura 9, la actividad
peroxidasa comienza a aumentar luego del dia 8, lo que se corresponde con lo
planteado por estos autores donde mostraron que los valores de actividad
peroxidasa aumentaban luego del décimo dia de incubacién y alcanzaban su
maximo valor al dia 19. Pozdnyakova y colaboradores en el 2010 (Natalia-N et al.
2010) plantearon, ademas, que la posterior disminucion de las actividades
enzimaticas en lacasas (luego del dia 6) y esterasas (luego del dia 8) pudiera ser el
resultado de la formacién de productos toxicos (quinonas), derivados de la

degradacion de los HPAs en estas condiciones.
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Determinacion del pH en cultivos del hongo A. sydowii-like
Se evaluaron los cambios de pH en MM y MM suplementado con HPAS en presencia

o no del hongo A. sydowii-like, con el objetivo de determinar la influencia de este
paradmetro en los experimentos realizados en este trabajo. Como se observa en la
figura 10, el pH se mantiene practicamente constante en MM y MM suplementado
con HPAs (5,5-5,8), con una ligera disminucion a lo largo del tiempo, sin embargo,
en MM+HPAs+ A. sydowii-like, el pH sufre una disminucion en el tiempo llegando a
ser de 4,8.

Evaluation of pH in cultures of A. caesiellus
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Figura 10. Evaluacidn del pH en presencia o no de HPAs y A.sydowii-like

Boldrin y colaboradores en 1993 (Boldrin-B et al. 1993) y Tiehm y colaboradores en
1994 (Tiehm-H. 1994) reportaron que la degradacion del fenantreno por distintas
especies bacterianas tiene como resultado una disminucién del pH, especialmente
entre los 3 a 6 dias de cultivo y plantearon que esta disminucién puede explicarse
por la liberacion de acido 1-hidroxi 2-naftoico, un intermediario temprano del
metabolismo del fenantreno. Los metabolitos del fenantreno, como el &cido ftalico o
el acido protocatequidico, provocaron una reduccion del pH en el dia 4 de cultivo, y

a continuacion un aumento de este en el dia 5, debido a la asimilaciéon de los
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metabolitos por las bacterias, segun plantearon. Esto pudiera explicar los resultados

obtenidos en nuestro estudio (figura 10).

Evaluacion del efecto de la presencia de HPAs en el crecimiento del
musgo Physcomitrella patens

Se evalu6 el crecimiento del musgo Physcomitrella patens en diferentes condiciones
de cultivo con el objetivo de determinar si la presencia del hongo A. sydowii-like en
el medio que contenia HPAs tenia un efecto positivo en el crecimiento de la planta.
Se utilizé como control positivo al musgo crecido en medio rico Knop. Las muestras
a evaluar que serian afiadidas al medio de cultivo se extrajeron con hexano, al igual
gue ocurrié con la preparacion de las muestras para HPLC descrito en el capitulo
materiales y métodos: “Evaluacion de la remocion de benzo [a] pireno y fenantreno
por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC por sus siglas en inglés). Eleccion
del tiempo de extraccién del ARN de A. sydowii-like”. Por este motivo, se evaluo el
efecto del hexano en el crecimiento del musgo con respecto al control positivo
(medio Knop) y se observé una disminucion en el crecimiento del musgo asociada

a la presencia del hexano (Figura 11).

Colony size (mm?)

MM MM+PAHS MM+PAHs+A. caestellus

Culture conditions

Figura 11. Evaluacion del crecimiento del musgo Physcomitrella patens en presencia de diferentes
condiciones de cultivo. Letras iguales, diferencias no significativas; letras diferentes, diferencias

significativas.
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Como se observa en la figura 11, se produce un aumento en el crecimiento de la
planta cuando se aflade A. sydowii-like al medio de cultivo, en relacién a cuando
s6lo se cultiva el musgo en presencia de HPAs, lo que sugiere que A. sydowii-like
es capaz de remover este tipo de compuestos y por tanto seria de gran utilidad para
la biorremediacion de sitios contaminados con HPAs, que pudieran causar una
disminucién del crecimiento de este tipo de plantas. La comparacion del tamafio de
la colonia acorde a las diferentes condiciones de cultivo, se realizé mediante un
ANOVA de clasificacion simple (a=0,05; g.l.e.=24), el cual revel6 que existen
diferencias significativas en el tamafio de la colonia cuando el musgo es crecido en
presencia vs en ausencia de A.sydowii-like.

Alkio y colaboradores en el 2005 (Alkio-M et al. 2005) estudiaron la respuesta al
estrés inducido por la presencia de HPAs en el modelo Arabidopsis thaliana. Estos
autores reportaron que las plantas tratadas con fenantreno presentaban una
reduccion del crecimiento de las raices y del tamafio y numero de hojas.

La frecuencia, el nimero de eventos de muerte celular y las lesiones en las hojas
dependian de la concentracion de fenantreno en el medio y de la duracién de la
exposicion al mismo. Las plantas expuestas al fenantreno comenzaban a desarrollar
sintomas después de 3-6 horas de exposicion, y el numero de plantas que
presentaban sintomas aumentaba con el tiempo.

La disminucién del tamafio en las plantas cultivadas con fenantreno podia atribuirse
a una disminucion de la tasa de division celular producto de la presencia de este

compuesto en el medio de cultivo.
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Extraccion de ARN total
Se realiz6 la extraccion de ARN del cultivo de A. sydowii-like crecido en presencia

de benzo [a] pireno y fenantreno en condiciones hipersalinas y se obtuvieron
rendimientos entre 560 y 1600 ng/ul de ARN. Se pudo determinar el RIN en las
muestras analizadas mediante electroforesis capilar, ademas en los
electroferogramas se puede observar que las sefiales correspondientes a los
fragmentos 28S y 18S son intensas y estrechas y en todos los casos la sefial del
ARN 28S es mayor que la del 18S (Figura 12b) lo cual indica poca degradaciéon de
la muestra. Se obtuvieron muestras de las siguientes condiciones en triplicados: En

presencia de glucosa o en presencia de HPAs como fuente de carbono.

A B
asp_glucose
RIN: 6.30
10€
T T 1 T T T
25 500 2000 4000 [nt]
28S
18S asp_PAHs
RIN: 6.50
[FU]
1
1 | A | 1 1 1
25 500 2000 4000 [nt)

Figura 12. Extraccion de ARN total del micelio de A. sydowii-like cultivado en pajade trigo. a) Evaluacion
de la calidad del ARN mediante electroforesis en agarosa (1%). 1, 2 y 3, MM+ glucosa+ A. sydowii-like,
45y 6, MM+ HPAs+ A. sydowii-like. b) Electroferograma de las muestras de ARN total para la

determinacién del RIN.

Analisis de calidad de la secuenciacion RNA-Seq
El control de calidad de las lecturas obtenidas mediante RNA-seq involucra ciertos

pardmetros entre los que se encuentran: el analisis de calidad de las secuencias,
el contenido de GC en las muestras, la presencia de adaptadores, asi como de

secuencias sobrerrepresentadas con el objetivo de detectar posibles errores en la
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secuenciacién. Este andlisis revel6 que la calidad media de la secuenciacién no
disminuye por debajo de valores de 20 (escala Phred33: calidades de 0 a 41), los
cuales son considerados como los minimos para esta escala (Figura 13),
asegurando asi que no se requiere procesar las secuencias para eliminar regiones

de baja calidad.

@Per base sequence quality
Quality scores across all bases (Sanger /Illumina 1.9 encoding)
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Figura 13. Evaluacion de calidad de la secuenciacion de las librerias. Calidad promedio de
secuenciacion por posicion de las lecturas (Grafica representativa de las 6 librerias secuenciadas)
(FastQC Software).

Sin embargo, se encontraron un gran nimero de secuencias sobrerepresentadas,
asi como adaptadores en las secuencias. Por este motivo se decidi6 realizar un
preprocesamiento de las lecturas y de esta manera mejorar la calidad futura del

alineamiento (Figura 14).
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Figura 14. Evaluacion de calidad de la secuenciacion de las librerias. En el panel superior se muestra el
nimero de secuencias sobrerrepresentadas, mientras que en el inferior se encuentran los graficos del
% de adaptadores en las secuencias. En el panel izquierdo se muestran las secuencias no procesadas
y en el derecho las sometidas a procesamiento (FastQC Software).

Ensamblaje de novo y anotacién funcional
Una vez llevado a cabo el analisis de calidad de las lecturas, junto con la respectiva

depuracién de estas, se procedié al ensamblaje de novo. El transcriptoma
contiene 33560 fragmentos ensamblados (contigs) los cuales pertenecen a 28751
posibles estructuras génicas (Tabla 3), donde el 50% de las bases ensambladas se
encuentran en contigs de al menos 2198 bases de longitud.
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Tabla 3. Estadisticos de caracterizacion del ensamblaje de novo del transcriptoma (Trinity Software).

R R R R
Total trinity 'genes': 28751

Total trinity transcripts: 33560
Percent GC: 51.55

U R R A
Stats based on ALL transcript contigs:
HH R R A

Contig N10: 5978
Contig N20: 4274
Contig N30: 3404
Contig N40: 2757
Contig N50: 2198

Median contig length: 508
Average contig: 1118.36
Total assembled bases: 37532214

Del total de transcritos codificantes, el 55% se pudo anotar funcionalmente mediante
BLAST contra las bases de datos de UniProtkKB (Swiss-Proty TREMBL). Esta pobre
anotacién funcional determina que posiblemente muchos de los mecanismos
involucrados en los procesos biologicos estudiados no pueden ser descritos con
precision. De hecho, aproximadamente el 40-45% de los transcritos
diferencialmente expresados (DE) no tienen anotacion funcional, lo cual implica la
pérdida de una gran cantidad de informacion, puesto que no se puede analizar en
el contexto de los conocimientos actuales de la biologia de hongos filamentosos. La
anotacion en términos GO de los transcritos reveld que los principales procesos
biolégicos regulados son los procesos metabdlicos y celulares. A nivel de funcion
molecular se encuentran reguladas principalmente las actividades cataliticas y de
“‘unién”, mientras que a nivel de componente celular tenemos procesos celulares en

general y a nivel de membrana (Figura 15)
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Figura 15. Distribucion en términos GO de los transcritos anotados (Blast2GO Software).

Anadlisis de expresion diferencial de genes
Para realizar el analisis de expresion diferencial inicialmente se filtraron los

transcritos con bajo niamero de conteos (cpm < 1.5) en al menos tres réplicas
(Figura 16), para aumentar la fortaleza estadistica de la prediccién de genes
diferencialmente expresados (Conesa et al. 2016). Como se observa en la Figura
16, la eliminacion de estos transcritos permitié6 homogenizar los niveles de lecturas
por transcrito en las muestras, reduciendo la variabilidad asociada al conteo, lo
que previene la aparicién de falsos positivos. La eliminacién de estos transcritos
no afecta los genes identificados como DE por los métodos utilizados

posteriormente.
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Figura 16. Filtrado de trasncritos con bajo niumero de conteos en las librerias. Evaluacion del cuttof para
filtrar los transcritos con bajo namero de conteos por millon (CPM) (A). Efecto de la eliminacion de
transcritos con bajo nivel de lecturas en las librerias en el perfil de expresiéon de genes y la
discriminacion entre grupos experimentales mediante clustering no supervisado (B, no filtrado; C,
filtrado) (Bioconductor)

La normalizacién de los datos mediante el método RUVSeq permitié reducir la
variabilidad experimental entre las muestras de un mismo grupo puesto que, como
se puede observar en el grafico del analisis de componentes principales (PCA),
las muestras de un mismo grupo son mas cercanas entre ellas que con muestras
de otros grupos. Ademas, se mantuvo la variabilidad de los datos, dado que,
aunque la variabilidad contenida en cada componente principal (PC) varia, la
variabilidad acumulada entre los PC1 y PC2 se mantiene constante (Figura 17).
Con este método se logra la normalizaciéon de la expresion relativa de los genes
(RLE, del inglés Relative Log Expression), lo cual es necesario para la

comparacion de los valores de expresion entre diferentes muestras.

50



Non-transformed count data RUVs normalized count data
3 3 -
24 T 2
14 I e : 7 T = - 14 o
w ) : L ! b T s _— — -
iy baa | 2 oo
14 - — W= 44
- _i_ 15
3 - 3 -
I I I I I I T T T T T I
— o ) R o ] - o ™ - o ]
eHPA T § £ 9 9 9 esHPA £ & X 9 9 ¢
® GLC T E T (0] (0] (0] ® GLC T I a [0} (0] (G}
L ] - .
0.6 — 0.2 — B
3 04 e T 00 o .
~ n
2
@ 02 - m O
o z
g 0.0 8 0.4 —
o " o 56 -
0.2 +
e = 0.8 -
_ . .
04 T T T T T T T T T T T
-0.6 0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.4 0.2 0.0 0.2 04
PC 1 (31.85%) PC 1 (45.34%)

Figura 17. Normalizacion de los datos de expresion (conteos) mediante el método RUVs. En el panel
superior se muestra la expresion relativa logaritmica (RLE) por libreria, mientras que en el inferior se
encuentran los graficos del analisis de Componentes Principales (Bioconductor).

El algoritmo de estimacion de la DE utilizado (DESeq?2) realiza una normalizacion
posterior que toma en cuenta el sesgo producido en la distribucion de conteos por
la expresion diferencial relativamente alta de un niamero pequefio de transcritos
en las bibliotecas. Todos estos pasos de normalizacién permiten la comparaciéon
de los niveles de expresion entre transcritos de diferentes muestras.

Ademas de analizar el efecto de la normalizaciéon en los resultados de expresion
diferencial de genes, se decidid seleccionar el algoritmo DESeq2 puesto que es
mucho méas conservador en la estimacion de transcritos DE, lo cual resulta del
hecho de que es mas estricto en el control del FDR (Love-M et al. 2014).

Por este método se lograron identificar 170 transcritos regulados positivamente
(up regulated) y 69 regulados negativamente (down regulated) (logFC >1; padj <
0.1) (Figura 18).
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Figura 18. Identificacién de transcritos DE mediante el método DESeq2 (logFC >1; padj <0.1)
(Bioconductor).

Enriquecimiento de términos GO y vias metabdlicas
El enriguecimiento de términos GO para el conjunto de genes DE en presencia de

HPAs vs en presencia de glucosa muestra que los principales procesos biologicos
regulados son: el ensamblaje de componentes celulares (ensamblaje del complejo
de citocromos, ensamblaje del proteasoma y ensamblaje de la cadena respiratoria
mitocondrial), la organizacion de organelos (importe de proteinas a la matriz
mitocondrial asi como la organizacion de la membrana mitocondrial) y procesos
celulares relacionados con el metabolismo del nitrégeno (biosintesis de tiamina)
(Figura 19).
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A nivel de funciéon molecular se observo la presencia de actividad catalitica en

varias enzimas: isomerasas, transferasas y oxidorreductasas (Figura 20).
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Adicionalmente se realizaron mapas de las diferentes rutas metabdlicas (via
KEGG) en la que estuvieron involucrados los trascritos DE. Varias de las enzimas
anotadas, correspondientes a aquellos transcritos regulados positivamente,
estuvieron involucradas en el proceso de fosforilacibn oxidativa a nivel de
membrana mitocondrial interna (Figura 21).
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En este caso, la presencia de genes que se regulan positiva y negativamente
apunta a que en A. sydowii-like, los procesos biosintéticos se encuentran
desfavorecidos en presencia de HPAs, tal es el caso de la regulacion positiva de la
biosintesis de metabolitos secundarios, asi como la ruta de las pentosas fosfato,
por solo citar algunos (Figura 22), mientras que los procesos relacionados con la
respiracion celular se encuentran favorecidos, de acuerdo a la evidencia mostrada
anteriormente en relacion a los procesos regulados positivamente a nivel de
membrana mitocondrial. Esto se corresponde con lo planteado por Wolfgang-F y
colaboradores en el 2005 (Wolfgang-F et al. 2005) refiriéndose a los mecanismos
de degradacion aerdbica de compuestos organicos recalcitrantes (Figura 23),
donde en un caso, puede verse favorecida la biosintesis de biomasa celular a partir
de precursores del metabolismo central como es el caso del acetyl-CoA, el
succinato y el piruvato, utilizados via gluconeogénesis para la produccién de
azucares, 0 como es el caso en nuestro experimento, se favorece la respiracion
aerobica donde se degradan este tipo de compuestos organicos recalcitrantes
hasta CO2 y H20. Tiene sentido, ademas, que la ruta de las pentosas fosfato se
encuentre desfavorecida puesto que mediante esta via se obtiene el poder reductor

en forma de NADPH, necesario para el metabolismo anabdlico.
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Figura 22. Enriquecimiento de términos GO en algunos genes DE (regulados negativamente) en
presencia de HPAs, relacionados con procesos metabdlicos de sintesis. Se muestran los términos GO
enriquecidos a nivel de proceso bioldgico, con un valor p<0.1 del método computacional GSEA en el
software Blast2GO (Blast2GO Software).
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Figura 23. Ruta principal de degradacion aerébica de hidrocarburos (Wolfgang-F et al. 2005).
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Transcritos relacionados con la degradacion de HPAs en hongos.
En nuestro estudio se identificaron un conjunto de transcritos relacionados con la

degradacion de HPAs en hongos. En la figura 24 se observan los niveles de
expresion en TPM en presencia de HPAs vs glucosa de aquellos transcritos
seleccionados como “modelos”, ya que han sido implicados directamente con los
mecanismos de degradacion de HPAs en hongos. En este caso, se observaron
diferencias significativas en la expresion de esterasas intracelulares, siendo este
namero mayor en presencia de HPAs que en presencia de glucosa. Como se vera
en el siguiente capitulo, algunas de estas se encontraron DE expresadas en
presencia de HPAs, lo que es de gran interés en nuestro estudio, ya que no existen
reportes de este tipo de enzimas asociadas a la degradacion de HPAs en hongos
en condiciones hipersalinas. En la figura 24 se agruparon ademas el conjunto de
enzimas de estudio en 2 grupos: extracelulares e intracelulares. A nivel
extracelular se ha visto que las lacasas y las peroxidasas juegan un papel
importante en la detoxificacion de HPAs. Estas enzimas llevan a cabo la oxidacion
de este tipo de contaminantes produciendo radicales arilos con la consecuente
generacion de quinonas (Tayssir-K et al. 2016). Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre el conjunto de estas enzimas expresadas en HPAs
vs glucosa, sin embargo, como veremos en el siguiente capitulo, se encontré una
cloroperoxidasa DE en estas condiciones. En el caso del conjunto de enzimas
intracelulares tampoco se encontraron diferencias significativas en presencia de

HPAs vs glucosa, a excepcion de las esterasas, como se mencioné anteriormente.
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Figura 24. Niveles de expresion de los transcritos encontrados en el transcriptoma, relacionados con la
degradacion de HPAs en A.sydowii like.

Transcritos DE relacionados con la degradacion de HPAs en hongos.
Del total de transcritos DE, varios de ellos se encuentran relacionados con la

degradacion de HPAs en hongos (Figura 25) (Aranda-E et al. 2016) (Vazquez-D
et al. 2001), tal es el caso de la enzima Glutation-S-transferasa (GSTSs),
involucrada en procesos de detoxificacion. Este tipo de enzimas, al ser capaces
de combinar el glutation con otras moléculas previamente oxidadas, generan
productos menos téxicos y mas solubles. Ademas, las GSTs son proteinas
citosolicas, mitocondriales o microsomales involucradas en la defensa contra
especies reactivas del oxigeno (ROS) debido a su actividad thioltransferasa y
peroxidasa (Anne-T et al. 2011). Otra enzima relacionada es la NADH ubiquinona
oxidorreductasa, NADH deshidrogenasa o complejo I, es un gran complejo
enzimatico que se encarga, entre otras funciones, de la degradacién de HPAs
transformando compuestos toxicos como las quinonas en semiquinonas (Aranda-
E et al. 2016). En un estudio realizado por Wang y colaboradores en el 2016

(Lingwen-W et al. 2016) se identificaron aproximadamente 6 genes relacionados
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con la degradacion de HPAs, cuando estudiaban la capacidad de una comunidad
microbiana para degradar este tipo de compuestos en suelos contaminados con
hidrocarburos; entre ellos se identificO la enzima 3-hidroxiantranilato 3,4-
dioxigenasa, DE expresada en nuestro estudio.

Otra proteina DE en presencia de HPAs fue el citocromo c, la cual ha sido utilizada
como biocatalizador en la oxidacién de tiopenos y organosulfuros para formar
sulféxidos (Vazquez-D et al. 1993) y se ha comprobado que es capaz de catalizar
reacciones oxidativas tipo citocromo P450, epoxidaciones, etc (Akasaka-R et al.
1993). De acuerdo con Torres y colaboradores en 1995, el citocromo ¢ es capaz
de oxidar PAHSs tales como el antraceno y el pireno, para formar antraquinona y
1,8 pirenodiona, respectivamente, donde la accesibilidad del peroxido de
hidrogeno al sitio catalitico de la enzima parece jugar un papel importante en la
actividad y estabilidad de la biocatalisis (Eduardo-T et al. 1995), por lo que se ha
reportado ademas como una enzima con actividad tipo peroxidasa (Vazquez-D et
al. 1999).

Las quinonas, productos toxicos de la degradaciéon de HPAs pueden sufrir
reduccion enzimatica de un electron mediada por NADPH-CYP450 reductasa,
NADH-citocromo b5 reductasa (microsomal) y NADH-ubiquinona oxidorreductasa
(mitocondrial), resultando en la formacion de semiquinonas. Las semiquinonas
pueden ser toxicas per se o pueden reaccionar con el oxigeno molecular formando
un radical superéxido y regenerando la quinona parental, la cual esta disponible
entonces para ser reducida y atravesar nuevamente un ciclo redox futil. El
resultado neto de este ciclo redox es un estrés oxidativo y la generacién de ROS.
Alternativamente se ha considerado la reduccion enzimética de dos electrones
como otra via de detoxificacion, donde la hidroquinona formada, puede conjugarse
con acido glucurénico o sulfato para su posterior excrecion, evitando asi la
formacion de ROS (Maser-S et al. 2007). En nuestro estudio se identificaron dos
transcritos distintos DE expresados, ambos codificando deshidrogenasas
reductasas de cadena corta (SDR), descrita como una de las enzimas capaces de
catalizar este tipo de reaccion. Se encontraron también, DE expresadas, varios

tipos de esterasas tales como carboxylesterasas y acyl- tioesterasas que pudieran
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estar involucradas igualmente en la degradacion de HPAs. Aunque no existen
practicamente estudios en este tema, se ha visto que este tipo de enzimas son
capaces de hidrolizar grupos ésteres en su correspondiente alcohol y acido
carboxilico (Jason-M et al. 2016 ), por lo que son capaces de detoxificar
compuestos xenobidticos que contienen este tipo de grupo funcional. De acuerdo
con Grunden y colaboradores en el 2013, la degradacion de compuestos toxicos
como los generados en la produccion de biocombustibles podria ser mas eficiente
si se empleasen este tipo de enzimas procedentes de un organismo halofilo, lo
que favoreceria la biorremediacion de aquellos ambientes marinos contaminados
con HPAs (Grunden-H et al. 2013).

En relacion con la presencia de enzimas extracelulares con capacidad para
degradar HPAs, se encontr6 expresada diferencialmente una cloroperoxidasa.
Esta enzima extracelular es capaz de catalizar innumerables reacciones quimicas
tales como deshidrogenaciones tipo citocromo P450, peroxigenaciones, asi como
oxi y epoxigenaciones de dobles enlaces en compuestos aromaticos. Se ha
comprobado que esta enzima es capaz de oxidar sulfuros heterociclicos y remover
HPAs como el dibenzotiopeno (Vazquez-D et al. 2001).

Otra enzima DE en nuestro estudio fue la nucledsido difosfato quinasa, en este
caso, ho asociada a los mecanismos de degradacion de HPAs sino, de acuerdo a
Liu y colaboradores en el 2014, relacionada con la respuesta al estrés oxidativo
provocado por la exposicion de Arabidopsis thaliana a HPAs tales como
fenantreno (Hong-L et al. 2014). En respuesta al estrés oxidativo también se
encontré una sobreexpresion de la enzima peptidilprolil isomerasa, cuya funcién
fue reportada por Herbs y colaboradores en el 2013 al estudiar el proteoma del
bacilo gram-negativo Pseudomonas fluorescens durante la degradacién de
naftaleno. lgualmente, en nuestro transcriptoma se encontré6 DE una tioredoxina.
Esta enzima se ha asociado a diversos procesos celulares como la respuesta al
estrés oxidativo en comunidades microbianas expuestas a fenantreno (Alexandre-
D et al. 2012). En la figura 25 se pueden observar los niveles de expresion en TPM

de las enzimas anteriormente referidas, divididas en 2 grupos: aquellas
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relacionadas con los mecanismos de degradacion de HPAs mencionados vy

aquellas asociadas a la respuesta al estrés de A.sydowii-like en estas condiciones.
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Figura 25. Niveles de expresion de los transcritos DE relacionados con la degradaciéon y respuesta al

estrés de A.sydowii like en presencia de HPAs.

En este estudio se detectaron un total de 19 genes DE asociados a estrés oxidativo
en presencia de HPAs, de estos, 11 relacionados con la reparacién y prevencion
de dafo al genoma del hongo, como es el caso de las histonas H4 y H2A, el
complejo ATR-ATRIP, los dominios DNAJ y TPR, asi como la proteina mugl134
para la estabilidad del ARNm, entre otras. Asi mismo se encontraron 10 genes
DE asociados al transporte intracelular de proteinas hacia mitocondria

principalmente, lo que esta en correspondencia con el incremento de la actividad
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metabdlica a nivel mitocondrial. Un total de 20 genes DE se asoci6 a la
degradacion de HPAs, anteriormente mencionamos aquellos que en la literatura

se han relacionado directamente con la remocién de este tipo de compuestos.

Actualmente existen pocos estudios donde se describan las rutas de degradacién
mas probables de HPAs en hongos, es por este motivo, que basados en las enzimas
DE en nuestro estudio, relacionadas con la degradacion de HPAs, recreamos sus
posibles rutas de degradacioén, tanto a nivel intra como extracelular y tanto a nivel
citoplasmatico como mitocondrial, una vez que estos compuestos son capaces de
penetrar al interior de la célula. Verdin y colaboradores en el 2004 estudiaron el
proceso involucrado en la entrada de HPAs (antraceno, pireno y benzo [a] pireno)
al interior de la célula del hongo Fusarium solani (Verdin-A et al. 2004). En este
estudio se demostrd que la entrada de los HPAs presentes en el medio fue un
fenbmeno pasivo, no dependiente de ATP ni correlacionado con un proceso
especifico de transporte. Estos resultados pudieran explicar el hecho de que en
nuestro transcriptoma tampoco se encontraran transportadores a nivel de
membrana extracelular expresados diferencialmente. En el medio extracelular,
relacionadas con la degradacion de HPASs, solo se encontrd una cloroperoxidasa
DE, enzima capaz de oxidar este tipo de compuestos llevando a cabo reacciones
tipo citocromo P450, mientras que, a nivel intracelular, se encontraron un mayor
grupo de enzimas DE (Figura 26), lo que sefiala que esta puede ser considerada
como la via principal de degradacién de HPAs en A.sydowii-like, en las condiciones
descritas en este estudio. En la figura 26, se muestran las rutas de degradacion
citoplasmatica y mitocondrial de HPAs y los posibles intermediarios formados
producto de la accion de las enzimas DE, mencionadas anteriormente en este
trabajo, lo que a su vez se corresponde con las posibles rutas de degradacion de

HPAs descritas en hongos hasta el momento.
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Figura 26. Posibles rutas de degradacion de HPAs en A. sydowii-like, en correspondencia con las

enzimas DE expresadas en este transcriptoma.
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Conclusion

Los resultados obtenidos en este estudio nos permitieron concluir que se cumplio la
hipétesis mencionada, la cual plantea que, el hongo haldfilo A. sydowii-like
degradara benzo [a] pireno y fenantreno en condiciones hipersalinas (1.0 M NacCl)
al expresar diferencialmente enzimas oxidativas en cultivos con benzo [a] pireno y
fenantreno. Basandonos en los resultados obtenidos podemos resumir que A.
sydowii-like mostro ser eficiente en la remocion de HPAs, siendo las enzimas
oxidativas de la via intracelular las principales responsables de la degradacion de

este tipo de compuestos xenobibticos.

Perspectivas

Los resultados obtenidos del andlisis del transcriptoma de A. sydowii-like han
permitido profundizar ain mas en los mecanismos de degradacion de HPAs en
hongos y las enzimas oxidativas involucradas en dicho proceso, sin embargo, seria
de gran utilidad el poder comparar los resultados obtenidos con el de otros hongos
como es el caso de las levaduras, en las mismas condiciones en que se desarrollo
este estudio. Para ello se seleccion6é a Rhodotorula mucilaginosa como organismo
de estudio.

A diferencia de otros hongos, las levaduras se pueden encontrar en cualquier
ecosistema acuatico, ademas, son capaces de tolerar un amplio rango de
temperaturas, salinidad, y acidez en el medio circundante, (Silva-B et al. 2014) con
una tasa de crecimiento superior a otros organismos, dada la adaptacion de sus
sistemas enzimaticos a diferentes fuentes de carbono (Silva-B et al. 2014). Producto
de estas caracteristicas se derivan su utilidad en la industria, la biotecnologia y la
biorremediacion. Estudios previos han demostrado las ventajas de emplear las
levaduras para el tratamiento de aguas residuales o contaminadas con HPAs, en
lugar de utilizar bacterias con estos fines (Hesham-L et al. 2012). Durante décadas,
miembros de los géneros Rhodotorula, Candida y Rhodosporidium han sido

considerados como degradadores potenciales de contaminantes organicos nocivos
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como los HPAs. En este sentido, se ha visto que especies como Rhodotorula glutinis
y Rhodotorula rubra tienen la capacidad de degradar fenantreno, (MacGillivray-A et
al. 1993) mientras que Rhodotorula minuta es capaz de degradar HPAs como el
benzo (a) antraceno (MacGillivray-A et al. 1993). Sin embargo, en la actualidad no
existen andlisis transcriptdmicos en este tipo de organismos en presencia de HPAs
en condiciones hipersalinas. Es por este motivo que seria de gran utilidad el poder
comparar los mecanismos de remocion de HPAs y las enzimas involucradas en este
proceso en Rhodotorula mucilaginosa vs A. sydowii-like contando como antecente

con el estudio transcriptomico de este ultimo.

Titulo: Analisis comparativo del transcriptoma de Rhodotorula mucilaginosa y A.
sydowii-like, ambos crecidos en condiciones de hipersalinidad y en presencia de
HPAs.

Objetivo general:
Analizar mediante transcriptomica comparativa, los mecanismos de remocion de
HPAs de las cepas A. sydowii-like y Rhodotorula mucilaginosa en condiciones

hipersalinas.

Objetivos especificos:
1. Analizar la tolerancia de Rhodotorula mucilaginosa a mezclas de benzo [a] pireno
y fenantreno en presencia de 1.0M de NaCl.
2. Obtener el transcriptoma de Rhodotorula mucilaginosa crecido con los HPAs
benzo [a] pireno y fenantreno o glucosa, ambas condiciones suplementadas con 1.0
M de NaCl.
3. Analizar comparativamente el transcriptoma de Rhodotorula mucilaginosa crecido
con los HPAs benzo [a] pireno y fenantreno o glucosa, ambas condiciones
suplementadas con 1.0 M de NaCl, para identificar genes involucrados en la
degradacion de HPAs.
4. Comparar los mecanismos de degradacion de HPAs en Rhodotorula
mucilaginosa vs A. sydowii-like basados en los resultados obtenidos del
transcriptoma en iguales condiciones para ambos organismos.
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5. Caracterizar y comparar los cambios morfolégicos en la pared celular tanto de las
hifas como de los conidios en A. sydowii—like y Rhodotorula mucilaginosa en

respuesta a la presencia de HPAs en el medio de cultivo.

6. ldentificar los productos de degradacion de los HPAs benzo [a] pireno Yy
fenantreno en A. sydowii—like y Rhodotorula mucilaginosa.

7. Analizar toxicolégicamente el efecto de la presencia de los HPAs benzo [a] pireno
y fenantreno en el crecimiento del musgo Physcomitrella patens en Rhodotorula
mucilaginosa y en embriones de pez cebra en A. sydowii—like y Rhodotorula

mucilaginosa.
Metodologia:
Objetivos 1,2y 3:

Los experimentos por realizar para cumplir con estos objetivos son los mismos

descritos en este estudio para A. sydowii—like.
Objetivo 4:

Una vez analizados los resultados de los transcriptomas de A. sydowii—like y
Rhodotorula mucilaginosa, analizaremos las semejanzas y diferencias de ambos,
en cuanto a genes regulados positiva y negativamente DE, enzimas y posibles
intermediarios que comparten las posibles rutas de degradacion de HPAs en estos

organismos.
Objetivo 5:

Caracterizar los cambios morfolégicos de la pared celular mediante microscopia
electronica de transmision (TEM) y microscopia de contraste por interferencia
diferencial (DIC).

Objetivo 6:

La identificacion de los productos de degradacion de los HAPs benzo [a] pireno y
fenantreno se llevara a cabo mediante cromatografia de gases-espectroscopia de
masas (GC-MS) de las muestras al tercer dia de cultivo, en correspondencia con el

tiempo seleccionado para la extraccion del ARN. El analisis GC-MS se llevara a
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cabo empleando un equipo GC 7890A (Agilent Technologies) equipado con una
columna HP-5MS (30 m x 0,25 mm, / 0,25 um, Agilent Co., EE. UU.). Los datos se
registrardan usando un software cromatografico de Agilent Technologies.
Se generaran cromatogramas de iones totales y se identificaran las sefales
mediante un patron de fragmentacion de masas (Anamika-S et al. 2016).

Objetivo 7:

Con el objetivo de analizar el efecto de la presencia de los HPAs benzo [a] pireno y
fenantreno en el crecimiento del musgo Physcomitrella patens en presencia de
Rhodotorula mucilaginosa, se realizara un experimento en las mismas condiciones
qgue el descrito en este estudio para A. sydowii—like, asi mismo, se prepararan las

muestras de igual manera para el estudio toxicolégico en embriones de pez cebra.

Cronograma de actividades:

Actividades EIFIM|AIM|A|S |O|N
2018
Preparacién de los materiales X
Transcriptoma comparativo de las cepas X | X

A. sydowii—like y Rhodotorula

mucilaginosa

Procesamiento y analisis de datos X | X X | X

Participacion en Taller de X

micorremediacion

Participacion en el Congreso Internacional X
de Extremofilos

2019

Caracterizacion de los cambios | X | X
morfolégicos de la pared celular en
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presencia de HPAs de las cepas A.

sydowii—like y Rhodotorula mucilaginosa

Identificacion de los productos de
degradacion de los HPAs en las cepas A.

sydowii—like y Rhodotorula mucilaginosa

Procesamiento y analisis de datos

Participacion en congresos

2020 - 2022

Analisis toxicologico del efecto de los
HPAs en varios organismos en presencia
de las cepas A. sydowii-like y Rhodotorula

mucilaginosa

Escritura de borrador de tesis

Publicar un articulo cientifico

Participacion en congresos

Presentacion de Tesis Doctoral
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