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Resumen 

 

En nuestro planeta existen ambientes que presentan condiciones extremas donde se 

desarrolla exitosamente la vida de las comunidades microbianas extremófilas. Un ejemplo 

de estos son los ambientes con elevadas concentraciones de iones, en los cuales la 

disponibilidad de agua en el medio es muy baja por lo que representa un reto para la vida. 

Los microorganismos extremófilos presentan mecanismos de respuesta que les permiten 

sobrevivir en estos ambientes con elevadas presiones osmóticas. En los hábitats 

hipersalinos se han identificado una gran diversidad de hongos extremófilos entre los que 

se destacan por su tolerancia a las altas concentraciones de sales especies del género 

Aspergillus. No se conocen claramente los mecanismos moleculares que diferencian la 

respuesta a condiciones de baja actividad de agua (aw) impuesta por diferentes iones 

como NaCl y MgCl2. Para una mayor claridad se realizó un análisis transcriptómico de 

Aspergillus sydowii crecido en presencia de 2 M de la sal caotrópica MgCl2 y la sal 

cosmotrópica NaCl para entender los mecanismos diferenciales de respuesta a estrés 

osmótico. A partir del procesamiento del transcriptoma se identificaron 376 transcriptos 

regulados positivamente y 436 transcriptos regulados negativamente. Entre los 

transcriptos regulados positivamente se identificaron genes involucrados en la respuesta 

al daño en el genoma, la biosíntesis de solutos compatibles, las modificaciones de la 

pared celular, el transporte celular y el estrés oxidativo. Se detectaron por Cromatografía 

Líquida de Alta Definición (HPLC) aquellos solutos compatibles involucrados en la 

respuesta al estrés osmótico en A. sydowii y no se encontraron diferencias en presencia 

NaCl con respecto a la presencia de MgCl2. En ambas condiciones la utilización de 

compuestos osmóticamente activos está dada por una mezcla de solutos como la 

trehalosa, el manitol, el arabitol, el eritritol y el glicerol. En presencia de 2 M de MgCl2 se 

detectó un incremento superior en la actividad enzimática de las enzimas catalasa y 

glutatión peroxidasa que el detectado en presencia de 2 M NaCl. Esto sugiere que existe 

un estrés oxidativo en A. sydowii a altas concentraciones de MgCl2 y que las enzimas 

catalasa y glutatión peroxidasa están involucradas en la respuesta del mantenimiento de 

la homeostasis redox a nivel celular. 
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1. Introducción 

1.1 Actividad de agua 

El agua es un recurso de vital importancia para todos los organismos vivos (1). La vida 

solo puede existir en un rango estrecho de disponibilidad de agua, en un entorno 

determinado, el cual se expresa como actividad de agua (aw) (2). La aw se define como la 

cantidad de agua disponible en el medio y es un término utilizado originalmente por la 

industria farmacéutica y alimenticia para referirse a la vida útil y calidad de un producto 

(3). La aw es un parámetro físico químico que mide el grado de hidratación de una mezcla 

y es una de las propiedades más importantes del agua en los sistemas vivos. La aw 

expresada como fracción molar del agua, es el determinante primario del metabolismo y la 

división celular. Para cada microorganismo existe un valor específico de aw al cual sus 

actividades bióticas cesan, lo cual a su vez puede depender de otros parámetros 

ambientales. Existen dos ambientes en los cuales la disponibilidad de agua puede ser un 

factor limitante para la vida de los organismos. Un entorno con baja aw puede ser una 

solución en la cual la disponibilidad de agua se determina por la concentración de solutos 

en esa solución. Otro caso es un entorno complejo físicamente heterogéneo, como el 

suelo, que se presenta cuando la disponibilidad de agua se determina principalmente por 

los efectos capilares o de unión a la superficie (3). Solo algunos microorganismos pueden 

crecer en ambientes con altas presiones osmóticas, características de medios súper 

saturados (4). Entre los lugares en los que el agua constituye un reto para la vida 

encontramos desiertos, ecosistemas árticos, acuáticos, con concentraciones de NaCl ≥ 

1.0 M, u otros donde la concentración de glucosa o solutos orgánicos es muy elevada 

(≥50%), como la miel de abeja. La aw debido a su significado biológico, tiene gran 

importancia ya que determina el crecimiento microbiano, incluso en condiciones extremas 

de aw tales como (≤0.85) (4). 

La aw se basa en la Ley de Raoult’s para soluciones ideales, la cual plantea que al 

agregar soluto a un solvente puro disminuye la presión de vapor del solvente. Por otro 

lado, la aw no tiene en cuenta las interacciones del soluto con componentes distintos al 

agua [4]. Se calcula mediante la siguiente fórmula: aw= P/P0 =n1/n1+n2  

Dónde: P es la presión de vapor de la solución y P0 es la presión de vapor del agua pura a 

la misma temperatura; n1 número de moles del solvente (agua) y n2 número de moles del 

soluto (3). 
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La aw puede variar de cero (ausencia total de agua) a uno (agua pura) ya que decrece con 

el aumento de las concentraciones de los solutos. Además, para una solución ideal la aw 

es independiente de la temperatura y en realidad, en la práctica, en una solución dada 

varía solo ligeramente con la temperatura dentro del rango de temperaturas admisibles 

que permiten el crecimiento microbiano (3). Las características del soluto, tales como su 

naturaleza química y concentraciones presentes en el medio no solo disminuyen la 

disponibilidad de agua, sino que además causan presiones osmóticas y efectos tóxicos 

(5).  

 

1.2 La vida en condiciones de baja actividad de agua  

 

Los organismos capaces de crecer en condiciones de baja aw son denominados xerófilos 

o xerotolerantes. El término xerofilia indica que el organismo requiere bajos niveles de aw 

para su crecimiento. Mientras que los xerotolerantes son aquellos capaces de crecer en 

condiciones de baja aw, sin embargo, no requieren necesariamente de estas condiciones 

para su crecimiento. Los organismos xerófilos son capaces de crecer a menores valores 

de aw en comparación con los organismos xerotolerantes, aunque existen excepciones a 

esta regla dentro de los procariontes (3). El estrés impuesto por iones y solutos orgánicos 

no tiene que ser necesariamente el mismo. No obstante, muchos microorganismos 

xerófilos que crecen óptimamente en concentraciones elevadas de azúcares presentes en 

los alimentos son capaces de tolerar bajos niveles de aw impuestos por iones (4). Los 

organismos xerófilos o xerotolerantes son capaces de crecer en presencia de cloruro de 

potasio (KCl), cloruro de magnesio (MgCl2) u otras sales o moléculas orgánicas. Existe un 

grupo de organismos que presentan un requerimiento específico de cloruro de sodio 

(NaCl), llamados halófilos. Tales organismos requieren de forma estricta la presencia de 

NaCl en el medio, generalmente en concentraciones mayores a 1 M o 1.5 M. Mientras que 

el término halotolerante se refiere a aquellos organismos que no presentan ningún 

requerimiento específico de NaCl, pero son capaces de continuar su crecimiento en 

medios con concentraciones de NaCl, mayores a 1 M. Los hongos capaces de crecer en 

concentraciones de sal de 3 M y que son generalmente aislados de ambientes salinos de 

cerca de 1.7 M, son considerados halófilos. Mientras que aislamientos esporádicos de 

hongos capaces de crecer in vitro a 3 M de NaCl son considerados como halotolerantes 

(6). Los lagos hipersalinos superficiales y las salinas solares son los principales hábitats 

para microorganismos halófilos y halotolerantes (7). El grupo más importante de especies 
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halotolerantes está representado por Aspergillus niger, Aspergillus sydowii, Eurotium 

amstelodami y Penicillium chrysogenum [12]. Las levaduras melanizadas o ascomycetos 

meristemáticos son un grupo dominante en ambientes hipersalinos. Hortea werneckii es la 

levadura melanizada dominante en aguas hipersalinas, con salinidades de 3.0 M de NaCl 

(6). En órdenes como Wallemiales (Basidiomycota), Capnodiales, Dothideales y 

Eurotiales (Ascomycota), la halofilia es característica de varios grupos en el mismo orden, 

pero estos no necesariamente son filogenéticamente cercanos unos con otros. La 

patogenicidad y el oportunismo son igualmente fuera de lo común en el Reino Fungi como 

la xelotolerancia. Los hongos patógenos y extremófilos (halotolerantes/xerotolerantes) 

pertenecen a los mismos órdenes. Con solo algunas excepciones, a nivel individual de 

especie estas dos características aparecen mutualmente exclusivas (6). Resulta 

interesante el estudio de los mecanismos que le permiten a estos hongos patógenos 

crecer en condiciones extremas (baja aw), debido a su potencial biotecnológico (8), (9). 

 

1.3 Mecanismos de respuesta a condiciones de baja aw  

 

Los microrganismos capaces de vivir en ambientes extremos con baja aw producto de la 

presencia de solutos como NaCl, glucosa, MgCl2, CaCl2, entre otros, presentan 

mecanismos de respuesta a estrés osmótico. Entre estos mecanismos se encuentran la 

síntesis y acumulación de solutos compatibles, la activación de la Vía de Alta Osmolaridad 

del Glicerol (HOG), el aumento de la fluidez de la membrana plasmática, la producción de 

hidrofobinas, la homeostasis de los iones, entre otros (Figura 1). 
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Figura 1.  Modelo de respuesta a estrés osmótico en la levadura melanizada H. werneckii. Como resultado del 

aumento de la presión osmótica en el medio se activa la vía de HOG a partir de osmosensores (flechas 

verdes), los cuales modulan la expresión de algunos genes de respuesta a estrés osmótico (flechas verdes 

discontinuas). Como resultado ocurren cambios transcripcionales (los genes con una expresión positiva están 

escritos en rojo y los que tienen una expresión negativa están escritos en azul). El impacto negativo que 

provoca en las células las altas concentraciones de sales en el medio se contrarresta con el incremento en el 

suministro energético celular (biogénesis a nivel mitocondrial y el incremento de la biosíntesis de proteínas). 

Lo que impulsa procesos demandantes de energía como la exportación de sodio (Na+) e hidrógeno (H+), el 

importe de glicerol, la biosíntesis de solutos compatibles y otros procesos. En el caso de H. werneckii la 

melanización de la pared celular reduce la salida de solutos compatibles fuera de la célula y la restructuración 

de los lípidos de la membrana ayuda al mantenimiento de la estructura dinámica de la bicapa lipídica, lo que 

favorece la integridad de la célula y los procesos celulares asociados a la membrana plasmática. Tomado de 

(10). 
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Homeostasis de los iones 

 

El incremento de las concentraciones de solutos en el medio causa un aumento de las 

presiones osmóticas y provoca un desbalance iónico por lo que la célula necesita 

aumentar el transporte activo de iones para lograr una homeostasis de los iones. La 

levadura halotolerante Debaryomyces hansenii es utilizada como modelo de estudio en la 

respuesta celular de homeostasis de los iones en presencia de estrés osmótico. En un 

reporte de levaduras marinas, D. hansenii fue una de las menos afectadas por las altas 

concentraciones de NaCl. Se ha reportado que el flujo de Na+/K+ juega un papel 

importante en esta tolerancia. Para esta levadura el Na+ no resulta tóxico ya que, en 

presencia de NaCl, D. hansenii crece mejor y acumula más concentraciones de este ion 

que la levadura Saccharomyces cerevisiae, la cual es también utilizada como un 

organismo modelo en estudios sobre la respuesta celular al incremento de las presiones 

osmóticas en el medio. La presencia de Na+ puede proteger a la célula frente a factores 

adicionales de estrés (11). En D. hansenii y en el halófilo Wallemia inchthyophaga, se 

acumulan mayores concentraciones de Na+, que en el extremadamente halotolerante 

Hortea wernecki, el cual aparentemente excluye este catión (12). Este resultado evidencia 

la evolución independiente del mecanismo de homeostasia de iones para estos hongos 

(6). En especies del género Saccharomyces, una de las enzimas más importantes 

involucradas en los mecanismos de respuesta a altas concentraciones de sal son las ENA 

ATPasas involucradas en la exclusión de Na+. En D. hansenii existes dos genes que 

codifican para esta Na+-ATPasa, DhENA1 y DhENA2. En el caso de DhENA1, se expresa 

diferencialmente en presencia de altas concentraciones de NaCl. Mientras que la 

expresión de DhENA2 requiere de un alto pH. Sin embargo, la expulsión de Na+ por sí 

solo, no es suficiente para comprender el mecanismo de tolerancia a las altas 

concentraciones de sal en D. hansenii. En esta levadura la existencia de un transporte 

con baja y alta afinidad en el influjo de K+ y en el eflujo de Na+, es de alguna manera 

similar pero también considerablemente diferente al de S. cerevisiae (6). Cuando D. 

hansenii, crece en un medio en presencia de altas concentraciones de glucosa y de NaCl 

en la fase exponencial de crecimiento existe un balance osmótico establecido por un 

gradiente de signos contrarios entre el Na+ y el glicerol, a través de la membrana 

plasmática. Lo cual evidencia el hecho de que estos dos gradientes estén vinculados a 

través de un simporte de Na+-glicerol, que emplea el gradiente del Na+ como una fuerza 

conductora que impulsa el gradiente de glicerol. Sin embargo, a pesar de que el 
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transporte activo de glucosa en esta levadura es un simporte de Na+-glicerol, que 

mantiene el gradiente de glicerol en función del gradiente de Na+, es capaz de aceptar al 

K+ como un co-sustrato cuando las concentraciones de Na+ son demasiado bajas (6). La 

homeostasis intracelular del hidrógeno (H+), también juega un papel importante en la 

tolerancia a la salinidad y los resultados obtenidos en dos cepas de D. hansenii, muestran 

que cuanto más cerca pueda mantener una cepa su pKi a su nivel de homeostasis (pHi), 

mejor puede manejar el estrés provocado por altas concentraciones de NaCl (6). En D. 

hansenii han sido identificados varios transportadores de K+/Na+ localizados en la 

membrana plasmática o en la membrana interna de la célula. La existencia de una bomba 

de protones en D. hansenii es similar a la que ha sido propuesta en S. cerviceae. El 

ortólogo del gen DhPMA1 en S. cerviceae que codifica para la enzima H+-ATPasa, fue 

encontrado en D. hansenii. Esta bomba de protones genera el potencial de membrana 

que se requiere para que ocurra el intercambio K+/Na+ en estas células (6). En H. 

werneckii han sido identificados dos genes que codifican para la enzima sensible a la 

salinidad: HwENA1 y HwENA2. Los estudios en la expresión de estos genes (HwENA1/2) 

han revelado que son sensibles al incremento de las concentraciones de sal y al 

incremento del pH, condiciones que son características en los nichos naturales en donde 

habita H. werneckii. Mediante un análisis filogenético de la proteína HwENA, se reveló 

que pertenece al grupo de hongos que presenta ATPasas de tipo P, la cual es 

filogenéticamente más antigua que las enzimas Na+/K+ ATPases, sensibles a sal 

presentes en S. cerevisiae y también presentes en los halotolerantes en D. hansenii y en 

Yarrovia lipolítica (6). 

 

Solutos compatibles 

 

Los solutos compatibles son compuestos osmóticamente activos que proveen a la célula 

de balance osmótico y turgencia, sin interferir en el metabolismo celular. Una de las 

estrategias ampliamente utilizadas por los microorganismos para contender contra la baja 

aw es la síntesis y acumulación de solutos compatibles. La turgencia celular disminuye 

cuando la actividad de agua extracelular es menor que la del citoplasma. Es por ello que 

las células microbianas gastan energía en sintetizar, tomar del exterior y retener solutos 

compatibles como un mecanismo para realizar un ajuste osmótico celular (6). La mayoría 

de las bacterias y eucarias utilizan la estrategia de la acumulación de solutos compatibles 

para mantener las concentraciones intracelulares de iones como Na+ por debajo de los 
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niveles que resultarían tóxicos para la célula. La mayoría de los hongos acumulan 

diferentes polioles y aminoácidos libres y sus derivados. La levadura S. cerviceae utiliza 

casi de forma exclusiva el glicerol como osmolito. En otras levaduras y hongos es 

conocida la producción o acumulación de polioles a partir del ambiente, como el eritritol, 

ribitol, arabitol, xilitol, sorbitol, manitol, galacticol, entre otros (6). En la levadura D. 

hansenii ha sido detectada la presencia de pequeñas concentraciones de arabitol, 

trehalosa, ácido glutámico y alanina. Para esta levadura ha sido reportado que en altas 

concentraciones de sal (2 a 3 M de NaCl) se acumulan mayores concentraciones de 

glicerol que de trehalosa. Mientras que, bajo un estrés moderado, provocado por 2 M de 

NaCl, se acumula más trehalosa que glicerol. La síntesis, el transporte y la acumulación 

de glicerol son eventos muy regulados, figura 2 (13). La síntesis de glicerol es estimulada 

por concentraciones de Na+ altas y en parte se debe al aumento de la expresión de los 

genes que codifican para glicerol-3-fosfato deshidrogenasas (GPD1) y para glicerol-3-

fosfatasa (GPP2). En la levadura xerófila H. werneckii ha sido comprobado que el glicerol 

se acumula predominantemente durante la fase de crecimiento exponencial y disminuye 

notablemente durante la fase estacionaria a concentraciones de 5 M de NaCl (13). La 

síntesis de glicerol se encuentra regulada a través de la vía de respuesta al estrés HOG, 

explicada de forma detallada posteriormente. (6). A pesar de los avances en las 

investigaciones mencionadas con anterioridad, los mecanismos de homeostasis 

relacionados con la síntesis y acumulación de solutos compatibles en los hongos 

filamentosos es aún limitado. Algunos estudios reportan que el glicerol es el soluto 

compatible que se encuentra frecuentemente en distintos microorganismos. Los estudios 

realizados en Aspergillus niger revelan que en micelio “joven” (48-72 horas) se acumula 

principalmente glicerol, seguido de eritritol, mientras que en micelio “viejo” (120 horas) se 

encuentran principalmente manitol y eritritol (14), (15). La mayoría de las investigaciones 

proponen que la acumulación de solutos compatibles es una de las adaptaciones de 

mayor importancia fisiológica en hongos halófilos. Se ha reportado que la levadura H. 

werneckii y el basidiomiceto Wallemia ichthyophaga, contienen mezclas de polioles 

(glicerol, arabitol y manitol) (2). Mientras que para A. niger y Aspergillus nidulans se ha 

descrito la acumulación de trehalosa y manitol en las conidiosporas, como una estrategia 

de osmoadaptación a condiciones de hipersalinidad (14), (16). Una de las adaptaciones 

morfológicas a la baja aw en hongos, es el incremento en número y/o tamaño de las 

vesículas intracelulares, posiblemente asociadas a la acumulación de solutos 

compatibles. A pesar de su importancia fisiológica, en hongos filamentosos los solutos 
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compatibles han sido escasamente estudiados, por lo que la regulación de los genes 

involucrados en la biosíntesis de estos no se conoce claramente. 

 

 

 

Figura 2. Vía anabólica y catabólica de síntesis de polioles en Aspergillus niger. 1, hexoquinasa; 2, isomerasa 

de fosfato de glucosa; 3, 6-fosfofructoquinasa; 4, hexose bifosfatasa; 5, aldolasa de bifosfato de fructosa; 6, 

triose fosfato isomerasa; 7, manitol-1-fosfato deshidrogenasa; 8, manitol-1-fosfatasa de fosfato; 9, manitol 

deshidrogenasa dependiente de NADP; 10, fosfatasa de fructosa-6-fosfato; 11, glicerol-3-fosfato 

deshidrogenasa dependiente de NAD (o DHAP reductasa); 12, glicerol-3-fosfatasa de fosfato; 13, Glicerol 

deshidrogenasa dependiente de NAD; 14, DHA quinasa; 15, fosfatasa DHAP; 16, NADP dependiente de 

glicerol deshidrogenasa (o DHA dependiente de NADPH); 17, glicerol quinasa; 18, Glicerol-3-fosfato 

deshidrogenasa dependiente de FAD; 19, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa; 20, lactonasa; 21, 6-

fosfogluconato deshidrogenasa; 22, fosforiboisomerasa; 23, transketolase; 24, transaldolasa; 25, fosfatasa 

eritrorose-4-fosfato; 26, eritro reductasa; 27, D-xilotulosa quinasa; 28, D-xilotulosa 5-fosfatasa de fosfato; 29, 

D-ribulosa 5-fosfato fosfatasa; 30, D-ribulosa reductasa dependiente del NADP; 31, D-xylulose reductasa 

dependiente de NADP; 32, D-xiulosa reductasa dependiente de NAD; 33, NADP dependiente de xilitol 

deshidrogenasa; 34, xylitol deshidrogenasa dependiente de NAD; 35, L-xilotulosa reductasa dependiente de 

NADP; 36, L-arabitol dependiente de NAD deshidrogenasa; 37, D-xilosa reductasa. Tomado de (17). 
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Vía de HOG 

 

La vía de HOG tiene una gran importancia ya que su papel a nivel fisiológico es el de 

activar las respuestas adaptativas ante el incremento de la osmolaridad en el medio 

externo. El incremento de la presión osmótica conduce a la pérdida de agua y a la 

reducción del tamaño a nivel celular. La célula necesita contrarrestar este efecto con el 

objetivo de mantener su forma y turgencia. Además, necesita garantizar una 

concentración óptima de agua e iones en el citosol y en sus organelos, para que 

funcionen de forma adecuada las reacciones bioquímicas celulares. La vía de HOG no es 

más que un mecanismo de transducción de señales perteneciente a las MAPK. La MAP 

quinasa Hog1 es también necesaria en la adaptación a otros tipos de estrés, tales como: 

el estrés oxidativo, arsenito, estrés debido a las bajas temperaturas y estrés provocado 

por ácido acético. Existen ortólogos del gen Hog1 en probablemente todos los 

eucariontes. Su función está relacionada con la respuesta osmoadaptativa y en la 

respuesta a otros tipos de estrés. Los mecanismos de activación y regulación, así como 

los blancos moleculares de esta vía difieren entre organismos. La fosforilación y por lo 

tanto la actividad de Hog1 MAPK, se encuentra controlada por Sln1 y por Sho1, quienes 

convergen en MAP quinasa (MAPKK), Pbs2. Sin embargo, no está completamente claro 

de qué manera Hog1 es controlado por Sln1 y por Sho1 porque cada uno por sí solo es 

capaz de activar a Hog1 como respuesta a un estrés hiperosmótico. Sln1 es un sensor 

localizado en la membrana plasmática que abarca la membrana dos veces. Este sensor 

se encuentra relacionado con el osmosensor EnvZ de bacterias, que se considera que 

podría detectar cambios en la tensión y la turgencia de la membrana celular. Sho1 es 

controlado por los sensores mucilaginosos transmembranas Msb2 y Hkr1. No se conocen 

hasta el momento los mecanismos físicos involucrados en la osmosensibilidad. Ssk1. 

Ssk2 y Ssk22 son las MAPKKKs, las cuales permiten su autofosforilación y autoactivación 

de Pbs2 (MAPKK) que a su vez fosforila y activa a Hog1 (MAPK). La fosforilación de Hog1 

conduce a su importación dentro del núcleo donde participa en el control de la expresión 

de genes en los promotores dianas. No todas las quinasas Hog1 son reclutadas al núcleo, 

ya que también tiene blancos en el citosol. Muchos detalles moleculares de la ruta de 

activación hasta el momento no se conocen con claridad, figura 3 (18), (12), (19), (20).  

 

 



13 
 

 

Figura 3. Componentes y flujo de información de la Vía de HOG, en levaduras. Los sensores localizados en la 

membrana y regulados se encuentran en rojo, las proteínas quinasas, en azul y las proteínas fosfatasas, en 

anaranjado y los factores de transcripción, en amarillo. Las dos ramas convergen al nivel de Pbs2 que activa a 

Hog1, que se acumula en el núcleo bajo condiciones de estrés. Ste11, Ssk2 y Ssk22 son MAPKKKs. Pbs2 es 

una MAPKK y Hog1 es una MAPK en el sistema. Tomado de (18). 

 

 

Fluidez de la membrana plasmática 

 

Los cambios en las propiedades de la membrana plasmática también tienen una 

importante función en la adaptación ante situaciones de estrés. La composición lipídica de 

la membrana plasmática tiene un papel importante en la retención del glicerol. En 

levaduras resistentes a muy altas concentraciones de sal como D. hansenii y H. werneckii 

se ha reportado la presencia de membranas altamente fluidas, lo que puede sugerir que 

estén mejor equipadas para retener el glicerol (6). El glicerol representa una paradoja para 

las células que acumulan solutos compatibles. Esto se debe a que el glicerol presenta una 

masa molecular pequeña y un alto coeficiente de permeabilidad lo que le permite 

atravesar fácilmente la membrana lipídica en comparación con otras moléculas no 

cargadas polares similares. Por lo que el eflujo pasivo hacia el citoplasma podría limitar la 

acumulación del glicerol dentro de la célula. En algas halófilas del género Dunaliella sp. la 
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permeabilidad de la membrana para el glicerol es considerablemente baja, lo cual esta 

correlacionado con su alto contenido de esteroles. En H. werneckii y en otros hongos 

melanizados tanto halófilos, como halotolerantes, el ergosterol es el principal esterol y 

otros 23 tipos de esteroles constituyen la fracción lipídica más distintiva de la membrana 

celular (6). Sin embargo, en H. werneckii el contenido total de esteroles no cambia con el 

incremento de la salinidad y las células mantienen sus membranas altamente fluidas en 

un amplio rango de salinidades. En contraste, se ha reportado que la fluidez de la 

membrana es baja en S. cerviceae y en el halotolerante Asperguillus pullulans (11). Los 

ácidos grasos tienen un efecto importante sobre las propiedades de las membranas 

celulares. Estudios en H. werneckii identificaron genes que codifican para tres enzimas 

modificadoras de ácidos grasos D9-saturasa, D12-desaturasa y elongasa, cada uno con 

dos copias. La transcripción de los genes que codifican para estas enzimas revela que 

responden a estrés salino. La baja expresión reportada en estos genes en presencia de 

concentraciones óptimas de sales indica que los cambios en la expresión de las enzimas 

modificadoras de ácidos grasos podrían ser uno de los mecanismos de la regulación de la 

fluidez de la membrana celular. La regulación de la fluidez de la membrana celular es muy 

importante para lograr el correcto funcionamiento de las células en un entorno osmótico 

en constante cambio (6). 

 

Hidrofobinas 

 

Una de las estrategias de respuesta a estrés osmótico es el incremento de la transcripción 

de genes que codifican para hidrofobinas (HFBs). Las HFBs son proteínas pequeñas 

producidas exclusivamente por hongos filamentosos. Estas se autoensamblan en 

interfases hidrofílicas-hidrofóbicas formando películas anfipáticas que disminuyen la 

tensión superficial del agua y permiten que las estructuras aéreas crezcan en el aire (21). 

Las HFBs participan en la formación de estructuras aéreas hidrofóbicas ya que se 

requieren hidrofobinas para la adhesión de las hifas a superficies hidrofóbicas. Presentan 

actividad lectina (unen polisacáridos de la pared celular) en la región hidrofílica por lo que 

intervienen en la morfogénesis de las células fúngicas. Las HFBs evitan la permeabilidad 

del agua mientras que se mantiene la permeabilidad a los gases confiriendo fortaleza y 

rigidez a la pared celular, al mismo tiempo que modifican el movimiento de solutos a 

través de la misma (11). Estudios en W. ichthyophaga revelan la presencia de 26 genes 

que codifican para HFBs, donde casi la mitad de estos se sobreexpresan como 
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consecuencia de las altas concentraciones de NaCl en el medio. A concentraciones de 

NaCl al 10%, se sobreexpresan ocho genes de HFBs. Mientras que cuatro genes de 

HFBs se sobreexpresan a concentraciones de NaCl al 30% (altas) (22). Las HFBs poseen 

un porcentaje mayor de residuos ácidos que las homólogas de hongos no halófilos, lo cual 

es una característica de las proteínas de Arqueas extremófilas (22). Lo que sugiere que 

las HFBs podrían cumplir una función importante para el crecimiento en condiciones de 

halofilia (11).  

 

1.4 Especies reactivas del oxígeno 

La exposición de los microorganismos al estrés, incluido el estrés provocado por altas 

concentraciones de sales en el medio pueden incrementar la producción de especies 

reactivas del oxígeno (ROS). Los hongos son organismos especialmente atractivos como 

modelos para estudios relacionados con el estrés oxidativo debido a que son capaces de 

crecer en altas concentraciones de iones como medios saturados de NaCl o incluso 

concentraciones de MgCl2 dos veces superiores a las concentraciones toleradas de 

magnesio en bacterias (2) (23). Sin embargo, no se ha estudiado la relación entre el 

estrés oxidativo y la halofilia. Un estudio en H. werneckii plantea la hipótesis de que el 

estrés oxidativo es uno de los factores limitantes del crecimiento en condiciones 

hipersalinas (23).  

La producción de ROS es una de las características fundamentales del metabolismo del 

oxígeno a lo largo del árbol de la vida. Las células han evolucionado hacia mecanismos 

que en circunstancias normales responden de forma eficiente al daño causado por estos 

químicos. Cuando se afecta el balance entre la producción de ROS y la defensa por 

antioxidantes se produce un estrés oxidativo (23). Las ROS pueden dañar lípidos, 

proteínas y moléculas de ADN, si no son apropiadamente eliminadas. El estrés oxidativo 

proviene de fuentes extracelulares y ocurre como consecuencia de perturbaciones 

ambientales, tales como la presencia de agentes oxidantes, la exposición a los rayos UV 

o las células fagocíticas (24). Entre los radicales endógenos, que funcionan como 

intermediarios del metabolismo a nivel celular están los derivados de las coenzimas, como 

la oxidación de NADPH a NADP, los radicales libres derivados del glutatión (GSH) y los 

radicales derivados de los ácidos grasos poliinsaturados, ya que estos últimos son muy 

sensibles para la iniciación de una reacción en cadena mediada por radicales. Mientras 

que otra fuente importante de producción de radicales libres es la respiración celular. Con 
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relación a esto algunas sustancias altamente tóxicas en estado fisiológico no lo son por sí 

mismas, solo que al ser transformadas metabólicamente se convierten en intermediarios 

altamente reactivos, como es el caso del oxígeno, figura 4 (25). El oxígeno molecular 

produce el anión superóxido, que es convertido por la superóxido dismutasa, en peróxido 

de hidrógeno (H2O2), el cual es reducido por catalasas o por glutatión peroxidasas a agua 

o parcialmente reducido (por la vía de Fenton, reacción catalizada por iones ferrosos) a 

radical hidroxilo. El daño causado por el anión superóxido, es dirigido principalmente por 

proteínas con grupos prostéticos Fe-S. El hidroxilo es extremadamente oxidante, 

causando daño indiscriminado a un gran número de biomoléculas. Como consecuencia 

de esto, son de corta duración y el daño que causan es parcialmente controlado. 

Comparado con esto el H2O2 es relativamente estable y no tiene carga por lo que puede 

difundir a través de la membrana biológica, mientras que en la célula daña principalmente 

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

 

 

Figura 4. Las ROS, superóxido (O2
-), peróxido de hidrógeno (H2O2) y radical hidroxilo (OH.), se generan a 

partir de la reducción parcial del oxígeno molecular (O2). Tomado de (26). 

 

1.5 Ecosistemas hipersalinos 

 

Existen dos tipos de ambientes hipersalinos que se diferencian por su origen y formación: 

thalassohaline y athalassohaline (27). Ambientes thalassohalines, como estanques 

marinos, marismas y salinas solares son originados por la evaporación del agua del mar y 

por esta razón predominan los iones de sodio y cloruro. Durante el progreso de la 

evaporación del agua, la composición iónica cambia debido a la precipitación consecutiva 

de la calcita (CaCO3), yeso (CaSO4·2H2O), hálito (NaCl), silvita (KCl) y carnalita 

(KCl·MgCl2·6H2O) después de que sus solubilidades hayan sido superadas (27), (28). En 

ambientes thalassohaline, ricos en NaCl (∼2.0 M), existe una gran biodiversidad, incluida 

la de hongos. En los athalassohaline, ricos en MgCl2 y CaCl2 existen pocos reportes sobre 

la presencia de hongos y otros microorganismos (29) (5).  
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Un entorno natural con concentraciones de MgCl2 mucho más altas que las que se 

encuentran en el Mar Muerto es Discovery Basin, localizado a una profundidad de 3.58 

km por debajo de la superficie del mar Mediterráneo a 200 km de la costa occidental de 

Creta. Presenta una temperatura de 35 a 38 °C y una concentración total de sales 

disueltas de cerca de 470 g/l y está compuesta por MgCl2 casi puro (concentraciones en 

mol/kg H2O: Mg2+, 5.15; Cl-, 10.15; Na+, 0.084; K+, 0.089; Ca2+, 0.001; SO4
2-, 0.110; Br-, 

0.110). La existencia de esta salmuera de MgCl2 y el gradiente de salinidad formado entre 

la interfase entre el agua del mar Mediterráneo y la concentración de la salmuera, provee 

una oportunidad única de explorar los límites de la vida al incrementarse las 

concentraciones de sales caotrópica, no compensadas por concentraciones significantes 

de cationes cosmotrópicos estabilizantes. La primera exploración microbiana en este lugar 

sugirió la existencia de una comunidad microbiana significativa en el fondo de una piscina 

de salmuera (28). 

 

1.6 Características de las sales cosmotrópicas y caotrópicas 

 

La serie de iones Hofmeister o Serie Liotrópica es básicamente una clasificación de los 

iones en orden de su capacidad para generar precipitación salina en las proteínas (30) 

(31) (32). Los efectos Hofmeister de los iones sobre las estructuras biológicas pueden ser 

cosmotrópicos o caotrópicos. Los iones caotrópicos debilitan las interacciones 

electrostáticas y desestabilizan macromoléculas biológicas. Mientras que ocurre lo 

contrario con los iones cosmotrópicos que provocan estabilización (28). La diferencia 

entre el efecto cosmotrópico de la sal NaCl y el efecto caotrópico de las sales MgCl2 y 

CaCl2 está dado por la toxicidad que provocan las concentraciones altas de los iones 

desestabilizantes Mg2+ y Ca2+, incluso en la mayoría de los organismos halófilos (33). 

Hasta cierto punto el efecto caotrópico de Mg2+ y del Ca2+ puede ser contrarrestado por la 

presencia de iones cosmotrópicos. Algunas Archaeas halófilas pueden crecer en altas 

concentraciones de MgCl2 pero solo con la compensación cosmotrópica de 

concentraciones significativas de NaCl (5), (28), (34). Los reportes sobre la posible vida 

en condiciones extremadamente altas de iones cosmotrópicos (estabilizantes como: NaCl, 

KCl y MgSO4) y caotrópicos (desestabilizantes como: NaBr, MgCl2 y CaCl2) son escasos 

para procariontes y casi ausentes para el dominio Eucariota, incluidos los hongos (31). Un 

estudio realizado con el objetivo de comprobar la capacidad de diversos hongos de crecer 

en ambientes extremos con muy altas concentraciones de sales tanto cosmotrópicas 
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como caotrópicas reportó la preferencia por concentraciones relativamente altas de sales 

cosmotrópicas. Existen reportes sobre la capacidad de tolerancia excepcional de varios 

hongos de crecer en altas concentraciones de MgCl2 (por encima de 2.1 M) o de CaCl 

(por encima de 2.0 M), sin la compensación de sales cosmotrópicas. Especies como H. 

werneckii, Eurotium amstelodami, Eurotium chevalieri y W. ichthyophaga son capaces de 

prosperar en medios con las más altas concentraciones de todas las sales (excepto por el 

CaCl2 en el caso de W. ichthyophaga) (2). La mayor concentración de MgCl2 soportada 

por un hongo en ausencia de iones cosmotrópicos es 2.1 M, la cual es mucho mayor que 

la que había sido previamente determinada como limitante del crecimiento microbiano 

(1.26 M) (2).  

 

Sal caotrópica MgCl2 

 

La acción desestabilizante o caotrópica sobre las estructuras biológicas es la razón 

principal por la cual los cationes divalentes como el Mg2+ resultan tóxicos a altas 

concentraciones incluso para los microrganismos adaptados a medios hipersalinos (2). El 

arqueón cuadrado plano Haloquadratum walsbyi es un miembro destacado de la biota de 

los estanques salinos cristalizados en todo el mundo. En un estudio realizado en esta 

especie se reporta que a pesar de la presencia de sistemas de eflujo catiónico que 

demandan energía, las altas concentraciones externas de Mg2+ provocan el incremento de 

las concentraciones internas de este ion con valores superiores a los descritos para otros 

organismos. Los iones de Mg2+ tienen un efecto estabilizador sobre la doble cadena de 

ADN, sobre la estructura secundaria del ARN, y sobre el heterodúplex ADN-ARN. En 

genomas con un alto contenido de guanina-citocina (GC) como en la mayoría de los 

miembros de Haloquadratum, el efecto adicional de estabilización por Mg2+ puede resultar 

en la rigidez del ADN, lo cual puede interferir con procesos esenciales como la replicación 

del ADN y la transcripción (28). 

1.7 Aspergillus en condiciones de baja actividad de agua 

Los hongos ascomicetos filamentosos en particular del género Aspergillus son quizás los 

hongos xerófilos degradadores de alimentos de mayor importancia económica. Crecen 

bien en climas templados y tropicales (mínimo 9 °C, óptimo 25-30 °C) y toleran tanto las 

temperaturas elevadas (máximo 40-47 °C) como condiciones de baja aw (11), (35). Varias 

especies de Aspergillus caracterizadas como xerófilas/halófilas son eficientes en la 
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degradación de biomasa, la degradación de compuestos orgánicos recalcitrantes y en la 

producción de compuestos de valor añadido que los hacen potencialmente atractivos para 

la industria (36), (21), (37) (38). Resulta claro que dentro de los hongos capaces de 

contender con muy baja disponibilidad de agua en el medio, el género Aspergillus resulta 

un modelo especialmente atractivo para el estudio de los mecanismos de tolerancia a baja 

aw, dado que son capaces de crecer en el rango de los menores valores de aw que 

sustentan la vida (0.75 - 0.80) y aun así presentan una gran diversidad metabólica que les 

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

 

Aspergillus sydowii 

 

El hongo filamentoso ubicuo Aspergillus sydowii es principalmente conocido por ser un 

patógeno de corales que causa lesiones tisulares y oscurecimiento por melanización. Esta 

especie puede ser encontrada en hábitats hipersalinos, en aguas de las salinas y en 

alimentos secos. También se aisló de varios nichos terrestres desde suelos cercanos al 

Ártico hasta regiones tropicales y a partir de materia vegetal en descomposición. Los 

aislados terrestres no son patógenos de corales lo que indica la presencia de un ecotipo 

distintivo, aunque las características genéticas y metabólicas descritas hasta el momento 

no confirman esta afirmación. Algunas cepas de A. sydowii se estudiaron por su potencial 

biotecnológico como productoras de metabolitos secundarios y por sus enzimas 

degradadoras de biomasa vegetal. Un estudio transcriptómico de A. sydowii aislado de 

microalgas antárticas reportó la habilidad de esta especie para producir enzimas que 

degradan lignina para crecer utilizando la lignina como la única fuente de carbono (21). A. 

sydowii presenta la característica de crecer hasta 4 M de NaCl y de degradar biomasa 

vegetal bajo estas condiciones (2).  
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2. Antecedentes 

 

Los ambientes hipersalinos eran considerados exclusivamente habitados por poblaciones 

de algas y bacterias halófilas. Sin embargo, Gunde-Cimerman y colaboradores en el 2000 

reportaron una gran diversidad de hongos en ambientes hipersalinos con concentraciones 

de NaCl de 30% (39).  

Según Zajc y colaboradores en el 2014, las investigaciones sobre los mecanismos de 

adaptación de hongos extremófilos capaces de crecer en ambientes hipersalinos están 

enfocados generalmente en el uso de NaCl  en el medio debido a que la mayoría de los 

ambientes hipersalinos son ricos en esta sal (2). Sin embargo, existen ambientes 

hipersalinos naturales ricos en sales como MgCl2 y no se conocen claramente los 

mecanismos de adaptación que le permiten a los hongos sobrevivir en ambientes donde 

las altas concentraciones de esta sal pueden ser un factor limitante para la vida (2), (28). 

Gunde-Cimerman y colaboradores en el 2009, reportaron las principales adaptaciones de 

los hongos a las altas concentraciones de NaCl. Utilizaron como organismos modelos 

para explicar estas adaptaciones a representantes de hongos halófilos y halotolerantes 

como la levadura D. hansenii, H. werneckii y Wallemia ichthyophaga aislados de 

ambientes hipersalinos (40).  

Jančič y colaboradores en el 2015, crecieron diferentes especies pertenecientes al género 

Wallemia en diferentes sustratos, entre ellos sustratos con baja aw. Este estudio se realizó 

con el objetivo de entender la distribución natural de este género. Los resultados 

revelaron la capacidad de crecimiento de W. ichthyophaga en medio líquido con 2 M de 

MgCl2. Este fue el primer reporte de un microorganismo capaz de crecer en tan altas 

concentraciones de MgCl2 (41). 

Zajc y colaboradores en el 2014, realizaron un estudio en el cual seleccionaron 135 cepas 

de hongos pertenecientes a 94 especies de 31 géneros, aislados previamente de 

ambientes hipersalinos, para observar su crecimiento en presencia de diferentes sales 

incluyendo al MgCl2 y determinar qué concentraciones resultan limitantes para la vida. 

Estos resultados reportaron que 2.1 M es la mayor concentración de la sal caotrópica 

MgCl2 que soporta la vida sin la compensación de una sal cosmotrópica. Entre las 

especies que logran crecer en 2 M de MgCl2 estuvo el hongo halófilo filamentoso A. 

sydowii (2). 
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En estudios previos del Laboratorio de Biología Molecular de Hongos del CEIB, en busca 

de hongos halófilos-halotolerantes con actividad lignocelulolítica, se aisló la cepa 

filamentosa identificada como A. sydowii EXF-12860 atendiendo a criterios taxonómicos, 

micromorfológicos y moleculares. Este hongo se obtuvo a partir de la fermentación de un 

lote de bagazo de caña de azúcar en medio mínimo suplementado con 2 M de NaCl (42). 

Pérez-Llano y colaboradores en el 2020, realizaron un análisis transcriptómico de A. 

sydowii crecido en 0.5 M y 2 M de NaCl. Este estudio sugiere que debido a que las 

principales modificaciones fisiológicas ocurren en presencia de 2 M de NaCl y no en la 

condición óptima de crecimiento de 0.5 M de NaCl, los mecanismos que describen el 

crecimiento de hongos halófilos son una consecuencia de la respuesta al estrés salino y 

no una adaptación a estas condiciones (21). 

Peidro-Guzmán y colaboradores en el 2020, crecieron A. sydowii en medio mínimo con 

HPAs como única fuente de carbono y evaluaron su remoción en el tiempo. Los 

resultados obtenidos permitieron reportar la capacidad de A. sydowii de remover dos de 

los principales contaminantes orgánicos: Phe y BaP (HPAs), de ambientes acuáticos 

hipersalinos (36). 

Debido a su ecología extremotolerante y a su potencial biotecnológico A. sydowii emerge 

como un modelo fúngico prospectivo para el análisis molecular de la respuesta a 

condiciones salinas (21). Es por ello que en esta investigación se utilizó la cepa 

Aspergillus sydowii EXF-12860 (42). 
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3. Justificación  

 

La realización de este proyecto permitirá determinar con mayor claridad las respuestas 

moleculares que tienen lugar durante el crecimiento en presencia de sales cosmotrópicas 

(NaCl) y caotrópicas (MgCl2) en hongos filamentosos como A. sydowii. Hasta el momento 

no existen estudios moleculares sobre A. sydowii crecido en presencia de MgCl2, por lo 

cual esta investigación es de relevancia científica, a la vez que garantiza la generación de 

conocimiento científico básico, original, de frontera y novedoso. Hacemos énfasis en que 

el proyecto generará información relevante sobre la composición genética y la fisiología 

de especies capaces de crecer en presencia de una sal caotrópica, sin una compensación 

de sales cosmotrópicas. Contribuyendo a sistematizar el conocimiento del género 

Aspergillus, el cual es usado como modelo para estudios de fisiología y genética en 

hongos. Este proyecto posibilitará conocer nuevas secuencias génicas codificantes para 

enzimas de interés industrial, lo cual tendrá un impacto positivo en la generación de 

conocimiento con potencialidades de aplicación en procesos biotecnológicos asociados a 

la industria de los alimentos, cosméticos y de tratamiento de residuos como biomasa 

vegetal, entre otros. Además, permitirá comprender las diferencias en la producción de 

solutos compatibles en presencia de sales cosmotrópicas y sales caotrópicas, así como 

comparar y determinar la presencia de estrés oxidativo entre las condiciones estudiadas. 

Este aspecto proporciona flexibilidad a esta propuesta, que desde la generación de 

conocimiento básico soporta futuras investigaciones aplicadas (investigación básica 

orientada), la cual se enfoca en el uso biotecnológico de hongos extremófilos. 
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Hipótesis 

 

Debido a la capacidad de Aspergillus sydowii para crecer en ambientes con baja actividad 

de agua (aw), es posible que los mecanismos moleculares de adaptación a estas 

condiciones provocados por NaCl y MgCl2 sean similares. 

Objetivo general  

 

Analizar mediante transcriptómica comparativa los mecanismos moleculares involucrados 

en la respuesta de Aspergillus sydowii en condiciones de baja aw inducida por NaCl y 

MgCl2. 

 

Objetivos específicos  

 

1. Establecer las condiciones de crecimiento de A. sydowii en condiciones de aw 

inducida por NaCl y MgCl2. 

2. Evaluar mediante biomarcadores de estrés oxidativos, la respuesta antioxidante de 

A. sydowii expuesto a NaCl y MgCl2. 

3. Determinar la composición de compuestos osmóticamente activos en A. sydowii 

en condiciones de aw inducidas por NaCl y MgCl2. 

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

de baja aw inducida por NaCl y MgCl2. 
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2. Materiales y Métodos 

 

2.1 Medios de cultivo  

 

Preparación del medio de cultivo 

 

Para la preparación de medio de cultivo líquido YMB se utilizaron los siguientes reactivos 

a las concentraciones indicadas para 1 L de agua destilada con 2 M de NaCl (Tabla I) y 

para 1 L de agua destilada con 2 M de MgCl2 (Tabla II): 

 

Tabla I. Preparación de medio de cultivo YMB con NaCl 

 

Medio YMB para 1 L de agua destilada Cantidades 

Malta 10 g 

Levadura 4 g 

Dextrosa 4 g 

Peptona 5 g 

2 M de NaCl (Cloruro de Sodio)  116.88 g 

 

 

Tabla II. Preparación de medio de cultivo YMB con MgCl2 

 

Medio YMB para 1 L de agua destilada Cantidades 

Malta 10 g 

Levadura 4 g 

Dextrosa 4 g 

Peptona 5 g 

2 M de MgCl2 (Cloruro de Magnesio) 406.6 g 

 

 

2.2 Metodología 

Cepa, condiciones de cultivo y diseño experimental 

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

fermentación sólida de bagazo de caña de azúcar (42). Según el Portal genómico (JGI) 
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(https://genome.jgi.doe.gov/portal/) existe un genoma ensamblado de Aspergillus sydowii 

con tamaño de 34.38 Mbp. 

A. sydowii fue crecido en medio de cultivo YMB, como medio rico de crecimiento para la 

comparación de las condiciones evaluadas en este estudio porque no buscamos sumarle 

un estrés nutricional adicional a nuestro organismo tipo. Se mantuvieron constantes el 

resto de los parámetros de crecimiento para realizar una correcta comparación entre las 

condiciones utilizadas.  

Como condición de referencia se utilizó el crecimiento de A. sydowii en presencia de un 

estrés moderado de 2 M de la sal cosmotrópica NaCl. Como condición estresante se 

utilizó el crecimiento de A. sydowii en presencia de 2 M de la sal caotrópica de MgCl2. 

Ambas muestras se mantuvieron en agitación constante a 150 rpm en zaranda, a 28 °C 

de temperatura. En resumen, se utilizaron diferentes tipos de sales a la misma molaridad, 

ya que de esta forma serán comparables biológicamente las condiciones de crecimiento 

de la cepa en todos los experimentos descritos posteriormente. 

Para determinar el tiempo del crecimiento de A. sydowii en el cual se evaluarían todos los 

experimentos (determinación de biomarcadores de estrés oxidativo, determinación de 

compuestos osmóticamente activos y la extracción de ARN para el análisis 

transcriptómico) se seleccionó el tiempo correspondiente a la mitad de la fase de 

crecimiento exponencial en la condición de NaCl (2 M). Para lo cual se realizó un análisis 

de la curva de crecimiento, mediante la medición del peso húmedo y peso seco de la 

biomasa total durante siete días. Para esto, se calculó la ecuación de la recta exponencial 

y se graficaron, mediante la herramienta Excel, las curvas de crecimiento tanto de peso 

húmedo como de peso seco. La ecuación de la recta exponencial es: f(x)=bx donde b > 0 

y b ≠ de 0 (b es la base y x es el exponente). Para la condición de 2 M de MgCl2 se utilizó 

el mismo tiempo de extracción de la condición de 2 M de NaCl, utilizada como punto de 

referencia para garantizar una correcta comparación biológica entre las condiciones (43).  

Obtención de las muestras 

Para la obtención de las muestras se preparó un pre-inóculo de Aspergillus sydowii EXF-

12860 a partir de tres ponches de placas (crecidas en medio YMA, Tabla VI), con 250 mL 

de medio de cultivo YMB (Tabla I), en matraz de 500 mL, a una concentración de 2 M de 

NaCl, agitado a 150 rpm en zaranda, a 28 °C, durante siete días. Este micelio se lavó 18 

https://genome.jgi.doe.gov/portal/
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horas en solución salina (Tabla III), según cada condición evaluada (2 M de NaCl y 2 M de 

MgCl2). Posteriormente se centrifugó 10 minutos a 4000 rpm y para cada muestra dentro 

de las dos condiciones se inoculó 0.2 g de micelio en 50 mL de medio de cultivo YMB, 

variando el tipo de sal empleada en cada caso, en agitación a 150 rpm, 28 °C, por cinco 

días. Para cada experimento realizado en esta investigación se obtuvieron las muestras 

de cada condición evaluada de la misma forma descrita anteriormente. 

Tabla III. Solución salina para 1 L de agua destilada 

Condiciones 2 M de NaCl 2 M de MgCl2 

Peso Molecular 58.44 g/Mol 203.3 g/Mol 

Gramos 116.88 g 406.6 g 

aw 0.96 0.95 

 

 

Tabla IV. Preparación de medio de cultivo YMA con NaCl 

 

Medio YMA para 1 L de agua destilada Cantidades 

Malta 10 g 

Levadura 4 g 

Dextrosa 4 g 

Peptona 5 g 

2 M de NaCl (Cloruro de Sodio)  116.88 g 

Agar 150 g 

 

2.3 Determinación de biomarcadores de estrés oxidativo en Aspergillus sydowii 

EXF-12860 en crecido en presencia de las sales NaCl y MgCl2 

 

Para la obtención de las muestras de A. sydowii se inoculó en medio YMB, durante 72 

horas en presencia de NaCl y MgCl2 ambos a concentraciones de 2 M. Las muestras de 

sobrenadantes y de micelio se obtuvieron por centrifugación a 6.000g. Las células fueron 

maceradas en nitrógeno líquido y se les añadió 1 mL de agua ultrapura por muestra. 

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

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

 

Biomarcadores antioxidantes  

 

Actividad enzimática de la Superóxido Dismutasa   

 

La actividad enzimática de la Superóxido Dismutasa (SOD) se determinó por el método 

descrito por (44), con modificaciones para microplaca. Este ensayo se basa en que el 

Pirogallol en medio básico se autooxida generando en el medio una reacción con el 

radical superóxido, de esta forma la reacción con el radical se propaga, acelerando la 

autooxidación del Pirogallol cuya forma oxidada absorbe la luz a 420nm. La presencia de 

un secuestrador de radicales súper óxidos en el medio, como la SOD inhibe la 

autooxidación al evitar las reacciones de propagación. Por convenio se toma 1 U de SOD 

como la cantidad de enzima que inhibe en un 50% la reacción de autooxidación del 

Pirogallol a 25 °C y pH = 8.20. 

 

Actividad Catalasa 

 

La actividad de la enzima catalasa se determinó utilizando el kit EnzyChromTM Catalase 

Assay Kit (ECAT-100, BioAssay System, Hayward, CA). Este ensayo mide directamente la 

degradación del H2O2 por la catalasa, utilizando un tinte redox. El incremento de la 

actividad catalasa en el ensayo provoca un cambio en la intensidad del color a 570 nm o 

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

 

Actividad de la glutatión peroxidasa 

 

La enzima glutatión peroxidasa (GPX) cataliza la reducción de H2O2 en presencia de 

glutatión reducido. La actividad de GPX se midió utilizando el kit EnzyChromTM 

Glutathione Peroxidase Activity Kit (EGPX-100, BioAssay System, Hayward, CA). Este 

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

actividad enzimática en la muestra. 

 

Biomarcadores pro-oxidantes 

 

Determinación de Hidroperóxidos Orgánicos 

 

Los hidroperóxidos orgánicos (HPO) y el H2O2 presentes en la muestra convierten el Fe2+ 

en Fe3+ en medio ácido. El Fe3+ forma un complejo coloreado con el xilenol naranja que es 

detectable por medición espectrofotométrica a 560nm. El procedimiento se realizó como 

indican instrucciones del juego de reactivos Bioxytech H2O2-560 (45), de Oxis 

internacional Inc. Portland, USA. 

 

Determinación de Productos Avanzados de la Oxidación de Proteínas 

 

La determinación de Productos Avanzados de la Oxidación de Proteínas (PAOP) se 

realizó siguiendo la transformación de los iones yodo a yodo diatómico que provocan los 

PAOP, mediante el cambio de Densidad óptica (DO) a 340nm. Se utiliza como patrón 

cloramina T y los resultados se expresaron como μM de cloramina según lo reportado 

previamente por (46). 

 

Determinación de malonildialdehído y 4-hidroxialquenales  

 

La determinación de malonildialdehído (MDA) y 4-hidroxialquenales (4-HDA) se realizó 

mediante la reacción entre el N-metil-2 fenil-indol con el MDA y los 4-HDA a los 45 °C. 

Una molécula de MDA o de 4-hidroxi-alquenal reacciona con dos moléculas de N-metil-2-

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

 

Determinación de la susceptibilidad a la peroxidación lipídica o Potencial de Peroxidación 

 

La determinación de la susceptibilidad a la peroxidación lipídica o el potencial de 

peroxidación se realizó induciendo procesos de peroxidación lipídica por catálisis con Cu2+ 
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(2mM) en la muestra biológica. Esta medición permite conocer el balance entre factores 

prooxidantes y antioxidantes, basándonos en mediciones de la formación de MDA (48). 

 

Cálculos estadísticos 

 

El análisis estadístico se determinó por Multiple T-test y para determinar las diferencias 

estadísticas entre las condiciones evaluadas se utilizó el método Correct for Multiple 

comparisons using the Holm-Sidak method con una significancia de 0.05 (α=0.05). Los 

cálculos estadísticos se realizaron utilizando la versión Prism8 

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

2.4 Determinación de la composición de compuestos osmóticamente activos en A. 

sydowii crecido en presencia de las sales NaCl y MgCl2 

 

A. sydowii fue crecido en las condiciones evaluadas en el estudio de 2 M de MgCl2 y 2 M 

de NaCl durante siete días para generar biomasa. Luego para detectar los solutos 

compatibles utilizados por este hongo filamentoso para contender contra el estrés 

osmótico inducido por estas sales se realizaron detecciones de estos solutos en los 

tiempos cero horas, 18 horas, 96 horas y 168 horas, para cada condición. Para ello se 

centrifugaron las muestras a 4500 rpm durante 10 minutos y se secó el micelio en el 

horno a 80 oC, por 48 horas. La preparación de las muestras para el análisis por 

Cromatografía Líquida de Alta Resolución (HPLC) se realizó como se describe en [6] y 

[46]. Se realizó la extracción de los solutos a partir de 100 mg de micelio seco [6]. El 

micelio se resuspendió en una solución de Bligh y Dyer (compuesto de cloroformo-

metanol-agua [10:5:3.4]) y se incubó en agitación toda la noche. Se añadió cloroformo y 

agua ultrapura (1:1) y la suspensión se homogenizó en un agitador tipo vórtex durante 20 

segundos. Las muestras se centrifugaron a 4500rpm durante 10 minutos para la 

separación de las fases. Los solutos se extrajeron de la fase superior metanol-agua y se 

almacenaron a 4 °C para su posterior análisis por HPLC. El análisis por HPLC (Hewlett-

Packard, Palo Alto, CA, USA) se realizó en un sistema isocrático con una columna Bio-

Rad AMINEX HPX-87H (300 x 7.6 mm) a una temperatura de 50°C. Se utilizó como fase 

móvil ácido sulfúrico (5 mM). Se inyectaron 10 estándares de solutos compatibles 

(galactitol, malititol, ribitol, sorbitol, xilitol, trehalosa, manitol, arabitol, eritritol y glicerol). 
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Las curvas de calibración fueron obtenidas usando 5 mg/ml y se utilizaron 10 mg/ml de los 

estándares analíticos de cada osmolito analizado (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA). 

La detección de la señal se realizó mediante un polarímetro, el cual es un sistema de 

detección apropiado para azúcares y polioles. Los cromatogramas se procesaron 

utilizando la versión 2.51 del software ChromQuest (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA). El análisis cromatográfico se realizó en el Instituto de Biotecnología, 

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

 

Cálculos estadísticos 

 

El análisis estadístico se determinó por Multiple T-test y para determinar las diferencias 

estadísticas entre las condiciones evaluadas se utilizó el método Correct for Multiple 

comparisons using the Holm-Sidak method con una significancia de 0.05 (α=0.05).  Los 

cálculos estadísticos se realizaron utilizando la versión Prism8 

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

 

2.5 Extracción de total ARN 

Obtención de las muestras para la extracción 

Se utilizó el mismo método de obtención de micelio para la extracción de Aspergillus 

sydowii EXF-12860 para las dos condiciones evaluadas. Las muestras de micelios para 

cada condición se obtuvieron a partir de su crecimiento en 200 mL de medio de cultivo 

YMB, agitado en zaranda a 150 rpm, a una temperatura de 28 °C, durante siete días. 

Posteriormente, se filtraron al vacío y se extrajeron los micelios. Para lavar estos micelios 

se dejaron toda la noche en solución salina (Tabla II). Las muestras se inocularon a partir 

de 0.2 g de micelio en 50 mL de medio de cultivo YMB, variando el tipo de sal empleada 

en cada caso (2 M de NaCl y 2 M de MgCl2) por tres días en agitación a 150 rpm, a 28 °C. 

Las soluciones se centrifugaron durante 10 minutos, a 4000 rpm, a 4 °C. Los micelios se 

colocaron en nitrógeno líquido. Se utilizaron dos controles negativos sin inocular a 50 ml 

de medio YMB a 2 M de NaCl y 2 M de MgCl2 respectivamente y un control positivo a 0 M 

inoculado con 0.2 g de micelio.  
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Protocolo de extracción  

La extracción de ARN total se realizó por triplicado para cada condición respectivamente 

(condición de referencia: 2 M de NaCl y condición de estrés: 2 M de MgCl2). La extracción 

de ARN se realizó a partir del método de extracción de ARN por fenol ácido (49). 

Primeramente, se colectó el micelio para cada condición y a cada muestra se les añadió 1 

mL de Trizol, se homogenizó en un agitador tipo vórtex y se congeló en nitrógeno líquido. 

Posteriormente se maceró el micelio congelado y se vertió en viales de 1.5 µL. Se 

añadieron 600 µL de solución A previamente preparada (ver tabla V) y se homogenizó en 

un agitador tipo vórtex. La mezcla se adicionó a un tubo que contenía 600 µL de fenol 

ácido precalentado a 62 0C y se homogenizó en un agitador tipo vórtex a máxima 

velocidad durante 15 segundos. Se incubó la mezcla a 62 0C durante cinco minutos, 

agitando manualmente por 10 segundos cada 50 segundos y posteriormente se centrifugó 

a 12 250 rpm durante tres minutos a temperatura ambiente. La fase acuosa se transfirió 

cuidadosamente a un vial nuevo de 1.5 µL que contenía 1 mL de etanol absoluto a 

temperatura ambiente y se homogenizó en un agitador tipo vórtex a máxima velocidad por 

10 segundos. Se centrifugó a 13 250 rpm durante cinco minutos y se decantó (se retiró el 

exceso de etanol con un papel absorbente limpio). Al precipitado se le añadió 1 mL de 

etanol al 70% a temperatura ambiente y se homogenizó en un agitador tipo vórtex hasta 

despegar la pastilla del vial. Se centrifugó a 12 250 rpm durante tres minutos a 

temperatura ambiente y se decantó cuidadosamente. El botón formado, se resuspendió 

en 400 µL de solución A y se homogenizó en un agitador tipo vórtex durante 10 segundos. 

Luego, se le añadió 1 mL de etanol absoluto y se homogenizó en un agitador de tipo 

vórtex a máxima velocidad durante 10 segundos. Se centrifugó a 13 250 rpm durante 

cinco minutos y se decantó (se retiró el exceso de etanol con un papel absorbente limpio). 

Al precipitado se le añadió 1 mL de etanol al 70% a temperatura ambiente y se 

homogenizó en un agitador tipo vórtex (hasta despegar la pastilla del vial). Se centrifugó a 

12 250 rpm durante tres minutos a temperatura ambiente y se decantó cuidadosamente. 

Se dejó abierto el vial de 1.5 µL dentro de la campana de flujo laminar durante 40 minutos 

y posteriormente se resuspendió el pellet en 20 µL de agua libre de nucleasas. 

 

Tabla V. Preparación de la solución A 
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Sustancias Cantidades 

H2O DPEC 36.9 ml 

SDS al 1 % 2 ml 

Acetato de Sodio 3 M pH 4.8 267 µL 

EDTA 0.5 M pH 8 0.8 ml 

Volumen final 40 ml 

 

Cuantificación del ARN 

El ARN se cuantificó. Para ello 2 µL de muestra por duplicado se colocaron en un 

Nanodrop. Tres muestras y un control (agua en la que se resuspendió el ARN), este 

procedimiento brinda en la unidad de medida de nanogramos/microlitro (ng/µL). Por lo que 

se aplica la siguiente fórmula que nos da la concentración real de la concentración en 

cada µL: 
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Corrida en gel de agarosa 

Se realizó una electroforesis de ARN en gel de agarosa al 1%. Con el objetivo de 

visualizar la resolución de las bandas indicadas a partir de los fragmentos ribosomales 28 

S, 18 S y 5 S. El volumen para aplicar en la electroforesis será equivalente a 1.5 µg/µL de 

ARN (concentración de ARN que deseo ver en la electroforesis).  

 

 

 

Para la preparación de muestras de ARN para correr la electroforesis se añadió un Buffer 

2X RNA loading dye, de igual cantidad que la muestra a usar (calculada en el Nanodrop). 

La mezcla de ARN más Buffer se calentó cinco minutos a 70 °C y se aplicó en el gel. La 

corrida se realizó en las condiciones de 90 V por 40 minutos. Las muestras se guardaron 

a -80 0C hasta ser enviadas para ser secuenciadas.  

Preparación de las muestras para ser enviadas a secuenciar 

La mejor condición para el almacenamiento del ARN es mediante una precipitación con 

etanol (estable durante un año a -20 °C). Para todas las soluciones se utilizó agua tratada 

con pirocarbonato dietil (DEPC). Se agregó 0,1 volúmenes de acetato de sodio 3 M 

(NaOAc, pH 5,5) a la solución de ARN y se mezcló suavemente. Se agregaron dos 

volúmenes de etanol al 100% a la solución de ARN y se mezcló suavemente. Se 

agregaron 10 µL de acetato de sodio 3 M (NaOAc, pH 5.5) y 220 µL de etanol al 100% a 

la solución de ARN y se mezcló muy bien. Las muestras se enviaron con paquetes de 

hielo azul. Las muestras de ARN se enviaron en un tubo de microcentrífuga de 1.5~2.0 

mL claramente etiquetado y sellado con Parafilm. Se incluyó una breve descripción del 
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protocolo de extracción y/o enriquecimiento de ARN utilizado en los campos de 

comentarios de la hoja de pedido. 

2.6 Análisis del transcriptoma de Aspergillus sydowii  

Secuenciación de los transcriptos  

La secuenciación se realizó mediante la plataforma Illumina HiSeq2500 de extremos 

pareados con lecturas de 75pb y profundidad de secuenciación de entre 30 y 50 millones 

de lecturas por librería [23], [24]. Este diseño permitió estudiar los cambios en la 

expresión de genes que codifican para proteínas [25].  

Análisis de la calidad de las lecturas 

 

Los datos crudos recibidos de la secuenciación se transformaron en lecturas crudas en 

formato fastq. Para el procesamiento de los mismos se analizó la calidad de las lecturas 

mediante el uso del software FastQC (50). Este tiene como objetivo proporcionar un 

informe del control de la calidad ya que puede detectar problemas que se originan en el 

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

 

Depuración de las lecturas 

 

En la mayoría de las plataformas de secuenciación, la calidad de las lecturas se degrada 

a medida que avanza la ejecución del programa por lo que resulta necesario realizar una 

depuración de estas. Dados los parámetros de calidad obtenidos fue necesario realizar un 

preprocesamiento de las lecturas utilizando diferentes herramientas en línea de 

comandos. Para ello, se utilizó rCorrector, para la eliminación de k-meros erróneos en las 

lecturas (52). Posteriormente, las lecturas crudas de cada condición se normalizaron 

antes de realizar la construcción del ensamblaje utilizando la herramienta bbnorm de 

BBMap v. 38.08 (53), con un promedio de profundidad de 100x para reducir la posibilidad 

de errores cadena abajo. Luego, se utilizó la herramienta Trimmomatic para recortar datos 

en formato fastq provenientes de Illumina y eliminar adaptadores (54). Luego se utilizó el 

RemoveFastqcOverrepSequenceReads.py para remover las secuencias 

sobrerrepresentadas (52). 
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Ensamblado de novo y anotación funcional 

 

El procesamiento de los datos de secuenciación se realizó utilizando un ensamblaje de 

novo utilizando el programa Trinity (55). La anotación de las secuencias ensambladas se 

realizó mediante BLAST (Expectation value: 1e-3, Open Gap Penalty: 9, Gap Extension 

Penalty: 2) en la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot; utilizando el software Omicsbox. 

Para la cuantificación de la abundancia de los transcritos se utilizó el programa Kallisto 

(56). Los niveles de expresión se reportaron en transcritos por millón (TPM) (57). 

 

Análisis de expresión diferencial por pares (Función PRO) 

 

Los análisis de expresión diferencial (ED) se realizaron mediante la plataforma Omicsbox 

diseñada para realizar análisis de conteos de datos derivados de la tecnología RNAseq. 

Esta aplicación se basa en el programa edgeR (análisis empírico de DGE en R) el cual 

permite la identificación de características genómicas expresadas de forma diferencial 

(por ejemplo: genes) en una comparación por pares de dos condiciones experimentales 

diferentes. El paquete de software edgeR que pertenece al proyecto Bioconductor (un 

proyecto de código abierto para el análisis de datos genómicos en R (58)), implementa 

métodos de estadísticas cuantitativas para evaluar el valor de significancia individual de 

genes entre dos condiciones experimentales. Para realizar el análisis de expresión 

diferencial se eliminaron los transcritos con bajos niveles de expresión en todas las 

condiciones, es decir, aquellos que tenían menos de dos conteos por millón de lecturas 

(cpm<2). Se consideraron como ED aquellos transcritos con logFC>2 y FDR<0.1. Al 

ejecutar el análisis de ED se especificaron una serie de parámetros que están divididos en 

tres secciones diferentes: Preprocesamiento de los datos, Diseño experimental y 

comparación y pruebas. Dentro de la página para realizar el preprocesamiento de los 

datos se realizó un filtrado de genes con bajo número de conteos. Mediante CPM Filter se 

estableció un filtro para excluir genes con conteos bajos en las librerías ya que esos 

genes pueden interferir con las aproximaciones estadísticas posteriores. El filtrado se 

realizó sobre una base de conteos por millón (CPM), para tener en cuenta las diferencias 

en el tamaño de la librería entre las muestras. Además, dentro de esta sección de 
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preprocesamiento se calcularon factores de normalización para ajustar los datos crudos 

donde toma la forma de los factores de ajuste para los tamaños de las librerías que 

entrarán en los modelos estadísticos. Estos factores de correlación son utilizados para 

calcular el tamaño efectivo de las librerías y el método estadístico de normalización 

utilizado fue TMM, el cual es una medida ajustada de los valores de M. En este método 

los valores se obtienen del método delta de Datos Binomiales (este método es 

recomendado). Luego se realizó la segunda sección de Diseño experimental donde se 

diseñó el archivo experimental para lo cual se seleccionó el archivo de extensión .txt que 

contiene los factores experimentales con las condiciones asociadas a cada muestra en 

formato delimitado por tabulaciones (las filas correspondieron a las muestras y las 

columnas a los factores experimentales, asegurándonos de que la primera columna de la 

tabla designada tuviera exactamente el mismo nombre que aparece en la tabla de 

conteos). Se utilizó un diseño simple que realiza una comparación pareada entre 

muestras que pertenecen a dos condiciones experimentales. La prueba estadística 

empleada fue GLM (Quasi Likelihood F-Test) que es una alternativa del Ratio Test y 

provee mayor robustez y control fiable de la taza de error cuando el número de réplicas es 

bajo. El flujo de trabajo a seguir para realizar un análisis de expresión diferencial se 

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

 

Análisis de enriquecimiento de términos GO y vías metabólicas 

 

La anotación de términos de GO se realizó mediante el programa Omicsbox. Para la 

determinación del enriquecimiento se utilizó el método computacional Análisis de 

Enriquecimiento Gene Set (GSEA) (59), incluido en el programa Blast2GO. Por medio de 

este método se obtuvieron los gráficos correspondientes a rutas o vías metabólicas en 

base a los términos correspondientes a las ontologías: Proceso biológico (BP), Función 

Molecular (MF) y Componente Celular (CC). En cada caso se graficaron los términos más 

significativos de acuerdo con el método GSEA y se realizó el análisis de los niveles de 

expresión de los transcritos anotados con esos términos. 
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3. Resultados y discusión 

3.1 Establecimiento de las condiciones de crecimiento de A. sydowii en presencia 
de NaCl y MgCl2 

La gráfica de la curva de crecimiento de A. sydowii representada en la figura 4 mostró un 

carácter exponencial entre los días dos y cuatro de cultivo, lo cual se comprobó mediante 

un ajuste a una curva exponencial en los intervalos de tiempo mostrados en la tabla VI, 

siendo la región comprendida entre los días dos y cuatro de cultivo la que mejor se ajusta 

a este tipo de comportamiento, por lo que de acuerdo a estos resultados se seleccionó 

para la extracción del ARN el día tres, correspondiente a la mitad de la fase exponencial. 

A nivel molecular esto se traduce en que en el punto máximo de la fase exponencial se ha 

traducido el mayor número de enzimas y se han producido los metabolitos secundarios 

relacionados con la respuesta al estrés osmótico, por lo que, si se pretende realizar un 

análisis transcriptómico de A. sydowii en estas condiciones, es acertado seleccionar, para 

la extracción 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 transcripción 

y la traducción 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 traducción, en 

organismos eucariotas son dos procesos independientes separados en el tiempo y el 

espacio, ya que la transcripción ocurre en el núcleo mientras que la traducción ocurre en 

el citoplasma de la célula (36). La curva correspondiente al peso húmedo no se tomó en 

cuenta porque no fue constante en el tiempo debido a la presencia de agua en cantidades 

variables en el micelio. Figura 6, tabla VI. (41). No se presentan los resultados de la curva 

de crecimiento en presencia de 2 M de MgCl2 debido a que el hongo no crece en esta 

condición (2) por lo que se utilizó la condición crecida en 2 M de NaCl como referencia 

para determinar el tiempo de extracción del ARN. 

                                                                      



39 
 

 

Figura 6. Curvas de crecimiento de A. sydowii, peso húmedo y peso seco. Intervalo de la fase exponencial 

entre los días 2-4. El tiempo de tres días corresponde a la mitad de la fase de crecimiento exponencial.  

Tabla VI. Intervalos en días de los valores de peso seco de los cultivos de condición óptima de 2 M de NaCl 

en medio líquido. Donde se determinó para cada intervalo la ecuación de la recta exponencial y su valor de 

R2, para determinar el intervalo que mejor se ajusta a la fase de crecimiento exponencial. A mayor valor de R2 

mayor probabilidad de aceptar una hipótesis como correcta. 

 

Tiempo de intervalo 

(días) 
R2 

1-3 0.9594 

1-4 0.9101 

1-5 0.8262 

1-6 0.7773 

2-4 0.9597 

2-5 0.8449 

2-6 0.8166 

3-5 0.8062 

3-6 0.864 

3-7 0.8696 
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3.2 Presencia de estrés oxidativo en A. sydowii crecido en las sales NaCl y MgCl2 

El estrés causado por altas concentraciones de sales provoca daños oxidativos en 

organismos tanto procariontes como eucariontes (23). Existen escasos estudios 

enfocados en el análisis del estrés oxidativo en hongos halófilos en respuesta a la 

presencia de sales cosmotrópicas y caotrópicas. Algunas especies de hongos pueden 

tolerar concentraciones extremas de sales, incluso ciertas sales como el MgCl2. La 

relación entre la capacidad antioxidante de los hongos y su halotolerancia fue descrita 

recientemente a nivel genómico en el halófilo W. ichthyophaga, en la levadura negra 

halotolerante H. werneckii y en Aspergillus pullulans (23). Con el objetivo de conocer la 

respuesta de defensa celular antioxidante en A. sydowii ante su exposición a 

concentraciones estresantes provocadas por la sal cosmotrópica NaCl y la sal caotrópica 

MgCl2 fue determinada la respuesta a ocho biomarcadores enzimáticos y no enzimáticos 

en el micelio y el sobrenadante. El aumento de la actividad de estos biomarcadores es un 

indicativo de la presencia de estrés oxidativo. Los biomarcadores que no fueron 

detectados con una actividad significativa sugieren que no están involucrados en la 

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

 

En el micelio de A. sydowii crecido en presencia de NaCl y MgCl2 fue detectado un 

incremento de la actividad de las enzimas catalasa y GPX. Se encontraron diferencias 

estadísticas para ambas enzimas entre las condiciones de estudio. Los mayores niveles 

de actividad de catalasa y GPX se encontraron en presencia de MgCl2 con respecto a la 

presencia de NaCl. Este resultado es suficiente para sugerir que en A. sydowii crecido en 

un medio con 2 M de MgCl2 existe un estrés oxidativo y que las enzimas catalasa y GPX 

están involucradas en la respuesta del mantenimiento de la homeostasis redox a nivel 

celular (24) (Figura 7). Tiene sentido encontrar su actividad en el micelio ya que estas 

enzimas se encuentran localizadas en organelos internos. La catalasa es una enzima 

localizada en los peroxisomas. En presencia de esta enzima ocurre la conversión de 

peróxido de hidrógeno (H2O2) en agua (H2O) y oxígeno (O2), donde la reacción catalítica 

utiliza dos moléculas de H2O2 sin el uso de otro tipo de sustrato (60), (61). El H2O2 es 

producido por la reducción divalente del O2 molecular o por dismutación del anión súper 

óxido, el cual no es un radical libre, porque sus orbitales contienen dos electrones con 

spines antiparalelos. El H2O2 es el más estable y el menos reactivo entre los productos de 
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reducción del O2 molecular. Este se puede generar por la actividad de diferentes oxidasas 

y algunas enzimas mitocondriales. En condiciones biológicas el H2O2 es un oxidante débil, 

sin embargo, su reacción con el hierro (Fe2+) o con el anión superóxido genera un radical 

más reactivo, el radical hidroxilo. También, el H2O2 puede reaccionar con cloruro (Cl-) en 

presencia de la actividad de enzimas mieloperoxidasas generando ácido hipocloroso 

(HClO), el cual puede formar puentes de hidrógeno estables y complejos con los pares de 

bases del ácido nucleico, ocasionando una alta reactividad sobre la molécula de ADN 

(25). Otra enzima antioxidante que tiene un papel importante en la protección frente al 

estrés oxidativo es la glutatión peroxidasa. Es representante de una familia de enzimas 

con actividad peroxidasa. El ensayo de actividad celular de la glutatión peroxidasa se 

basa en la oxidación de glutatión (GSH) a glutatión oxidado (GSSG). Esta reacción es 

catalizada por la glutatión peroxidasa acoplada al reciclaje de GSSG de vuelta a GSH, 

utilizando glutatión reductasa y NADPH. La disminución de la absorbancia de NADPH 

durante la oxidación de NADP es indicativa de la actividad de la glutatión peroxidasa ya 

que esta enzima es el factor limitante de la velocidad de estas reacciones acopladas (61), 

(25). 

 

 

Figura 7. Actividad enzimática de las enzimas catalasa (CAT) y glutatión peroxidasa (GPX) en U/L, en micelio 

de A. sydowii en las condiciones de presencia de NaCl y MgCl2, ambos a 2 M. Se muestran diferencias 

estadísticas entre las condiciones evaluadas para cada soluto determinado, con una significancia de (α=0.05). 
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En muestras de sobrenadante de A. sydowii crecido en presencia de NaCl y MgCl2 fue 

detectado un incremento de la actividad de los biomarcadores pro-oxidantes 

malonildialdehído y 4-hidroxialquenales. No fueron encontradas diferencias estadísticas 

significativas entre las condiciones evaluadas en el experimento (Figura 8). Este resultado 

sugiere que en A. sydowii el crecimiento en presencia de 2 M NaCl y el crecimiento en 

presencia de 2 M MgCl2 causa estrés oxidativo provocando lipoperoxidación en igual 

extensión en presencia de ambas sales. En condiciones ácidas específicas, tanto el 

malonildialdehído como el 4-hidroxialquenales reaccionan con N-metil-2-fenilindole y son 

indicativos de daño oxidativo a lípidos y proteínas, respectivamente (47). Estos 

bioproductos de la peroxidación lipídica son llamados biomarcadores porque miden el 

nivel de oxidación de biomoléculas. El malonildialdehído mide la presencia de grupos 

aldehídos en lípidos oxidados. Mientras que el 4-hidroxialquenales, mide la presencia de 

grupos alquenos en los lípidos oxidados. Estos son liposolubles por lo que pueden 

atravesar la membrana lipídica (47) (2) (62). 

 

 

Figura 8. Actividad de malonildialdehído (MDA) y 4-hidroxialquenales (4-HDA), en U/L, en sobrenadante de A. 

sydowii en las condiciones de presencia de NaCl y MgCl2, ambos a 2 M. No se encontraron diferencias 

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

 

Sería interesante detectar la actividad otros tipos de biomarcadores enzimáticos de estrés 

oxidativo como peroxiredoxinas, glutatión transferasas, glioxilasas I y glioxilasas II. Ya que 

genes que codifican para estas y otras enzimas como catalasas, glutatión peroxidasas y 
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superóxido dimutasas (evaluadas en este estudio) se identificaron como involucradas en 

la respuesta al estrés oxidativo en especies de hongos halófilos y halotolerantes y fueron 

comparadas con genes de 16 hongos filamentosos (ascomicetos y basidiomicetos) con el 

fin de encontrar una relación entre el estrés oxidativo y el estrés osmótico. Este estudio 

indica que la máxima tolerancia a la salinidad se correlaciona con el número de genes que 

codifican para las tres enzimas principales relacionadas con la respuesta a estrés 

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

3.3 Análisis de solutos compatibles 

Una de las estrategias más ampliamente utilizadas por los hongos para contender contra 

las concentraciones altas de sales en el medio es la biosíntesis y acumulación de solutos 

compatibles. El uso de solutos compatibles bajo un estrés osmótico favorece el balance 

de la presión osmótica celular y no se requiere de ninguna adaptación específica en los 

sistemas intracelulares (63). Los polioles son compuestos osmóticamente activos que 

tienen un papel importante en el balance del potencial redox ya que en la síntesis y el 

catabolismo de los mismos están involucrados generalmente cofactores enzimáticos 

(NADH y NADPH) (17). Por esta razón, se analizaron extractos de células de A. sydowii 

crecido en las condiciones de NaCl y MgCl2 ambos a concentraciones de 2 M con el 

objetivo de entender la respuesta diferencial en la estrategia de utilización de solutos 

compatibles entre estas condiciones. Los extractos de células fueron procesados por 

HPLC (Figura 9). 
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Figura 9. Cromatograma medido por HPLC de las curvas de calibración de los estándares de polioles que 

serán medidos posteriormente en las condiciones de nuestro experimento (A. sydowii crecido en presencia de 

MgCl2 y NaCl, ambos a concentración de 2 M). En el eje de las x se muestra el tiempo de retención de los 

polioles en minutos y en el eje de las y en mV una señal correspondiente a la respuesta creada por los 

analitos que salen del sistema (esta señal es proporcional a la concentración del analito específico separado). 

En la leyenda de los estándares de polioles (los polioles escritos de color rojo fueron encontrados en las 

condiciones experimentales evaluadas). 

 

Los solutos compatibles detectados a partir de los estándares de polioles inyectados 

fueron la trehalosa, el manitol, el arabitol, el eritritol y el glicerol. Las cantidades de estos 

polioles varían con la salinidad del medio (YMB, Tabla I y II) y con la fase de crecimiento 

del hongo en el cultivo. Los tiempos seleccionados para realizar las mediciones se basan 

en la curva de crecimiento descrita previamente. Donde a las 18 horas se corresponde 

con la fase de adaptación, el tiempo de 72 horas se corresponde con la mitad de la fase 

de crecimiento exponencial y el tiempo de 168 horas se corresponde con el inicio de la 

fase estacionaria. No fueron detectados en las condiciones evaluadas en este estudio los 

solutos galactitol, malititol, ribitol, sorbitol y xilitol. Mientras que los solutos compatibles 

detectados para ambas condiciones fueron la trehalosa, el manitol, el arabitol, el eritritol y 

el glicerol (Figura 10).  
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Figura 10. Cantidades intracelulares en nmol/mg de trehalosa, manitol, arabitol, eritritol y glicerol, en células 

de A. sydowii en presencia de 2 M de NaCl y 2 M de MgCl2. Se muestran diferencias estadísticas entre las 

condiciones evaluadas para cada soluto determinado, con una significancia de (α=0.05). Biomasa seca.  

 

Los principales polioles descritos en la literatura son el manitol, el glicerol, el eritritol y el 

arabitol, mientras que otros polioles como el xilitol, el ribitol, el D-theitol y dulcitol se 

producen en condiciones ambientales específicas (17). En el caso de la trehalosa fueron 

encontradas diferencias estadísticas significativas entre las condiciones evaluadas en los 

tiempos de 18 y 168 horas, correspondientes a las fases de adaptación y estacionaria, 

respectivamente. En el caso del manitol se encontraron diferencias estadísticas 

significativas en las 0 y 18 horas. En el arabitol se encontraron diferencias estadísticas 

significativas en las 0, 72 y 168 horas. Para el eritritol se encontraron diferencias 

estadísticas significativas a las 72 y 168 horas. Mientras que para el glicerol no fueron 

encontradas diferencias estadísticas significativas en ninguno de los tiempos evaluados 

por lo que se puede sugerir que este soluto juega un papel importante en la respuesta al 

estrés osmótico en A. sydowii en igual extensión para ambas condiciones evaluadas. 

En A. sydowii, para la condición de estudio crecida en presencia de la sal caotrópica 

MgCl2, el soluto principal encontrado fue el glicerol. Este es también el principal soluto 

compatible en levaduras, incluida S. cerevisiae (64), así como en H. werneckii y W. 

ichthyophaga (1), (65), (6), (66), (11). El glicerol puede ser utilizado en la célula como una 

fuente de carbono y sus niveles citosólicos de síntesis y degradación son un factor 
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importante para el mantenimiento del balance redox en la célula. Además de estas 

funciones mencionadas el glicerol es utilizado para la síntesis de glicerofosfolípidos y 

triacilglicéridos sumado al hecho de que es utilizado para combatir el estrés oxidativo y 

térmico. Bajo un estrés osmótico, el glicerol es masivamente sintetizado de novo a partir 

de la dihidroxiacetona-fosfato, por la vía del glicerol-3 fosfato de forma dependiente a la 

vía de HOG, descrita previamente (64). Además, tiene un papel en el mantenimiento de 

los niveles de ADN mitocondrial y en la activación de la transcripción (67). La biosíntesis 

del glicerol representa la opción energéticamente menos costosa para la célula. A partir 

de los resultados obtenidos se puede sugerir que A. sydowii en presencia de 2 M de 

MgCl2 se está enfrentando a un estrés osmótico que provoca un estrés oxidativo por lo 

que su energía debe estar focalizada hacia su supervivencia. Como se puede observar en 

la figura 2, para la síntesis de glicerol se requiere de la conversión de NADPH a NADH 

(17), con lo que influye positivamente ante el daño metabólico causado por el estrés 

oxidativo, ya que a mayor cantidad de NADPH disponible, se genera mayor cantidad de 

radical anión súper óxido ya que la enzima NADPH oxidasa convierte el O2 en radical 

anión superóxido, a partir de la oxidación de la coenzima NADPH a NADP (25). 

En A. sydowii, para la condición de estudio crecida en presencia de la sal cosmotrópica 

NaCl, el soluto principal encontrado es el eritritol. Con relación a esto, se ha planteado en 

A. niger que el eritritol está involucrado en la osmorregulación y mantiene el equilibrio 

redox a nivel celular (17). En muchas especies de hongos, como por ejemplo en A. 

nidulans, el glicerol y el eritritol mejoran la germinación de los conidios, bajo condiciones 

de estrés osmótico inducido por la presencia de NaCl (34). Un estudio en A. niger plantea 

que la síntesis de polioles ocurre como respuesta a diferentes factores como la 

disponibilidad de oxígeno y que la acumulación de eritritol se debe al exceso de actividad 

en la vía de las pentosas fosfato comparado con la demanda celular de las vías 

intermedias. Existe una elevada actividad de las enzimas de la vía de las pentosas fosfato 

durante la fase estacionaria. También, el arabitol y el eritritol se incrementan en presencia 

de limitaciones de oxígeno, cuando la producción de biomasa es baja y la producción de 

CO2 es elevada. Consecuentemente, existe una elevada probabilidad de que la 

producción de estos polioles haya ocurrido producto de una desviación del flujo de 

carbono de la vía de las pentosas fosfato combinado con una decreciente necesidad de 

biosíntesis de intermediarios (17). En nuestro estudio en A. sydowii a pesar de que es el 

eritritol el soluto principal para la condición de 2 M de NaCl, hay que resaltar que la 
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estrategia de la utilización de solutos compatibles está dada por una mezcla de varios 

polioles.  

En algunas especies del género Aspergillus, el manitol fue encontrado en altas 

concentraciones en los conidios en etapas tempranas del proceso de germinación. Por lo 

que se consideraba que era la principal fuente de carbono en los conidios de especies del 

género Aspergillus. Sin embargo, estudios han demostrado que la principal función del 

manitol en los conidios es la protección de las esporas frente a diferentes tipos de estrés 

como altas temperaturas, estrés oxidativo, congelación y liofilización (17).  

En el caso de la especie A. nidulans, se ha observado que la trehalosa se acumula como 

respuesta al estrés oxidativo y por calor, así como durante la conidiación, aunque no 

durante un choque hiperosmótico. Este mecanismo, de ser confirmado mediante la 

cuantificación de trehalosa en diferentes condiciones, pudiera constituir una estrategia 

novedosa de respuesta a estrés hiposmótico en halófilos (1), (65), (6), (66), (11). La 

trehalosa es un disacárido no reductor formado por dos moléculas de glucosa unidas con 

un enlace α-1,1. Este soluto está ampliamente distribuido en las levaduras, acumulándose 

de forma principal cuando las condiciones favorecen la disminución del crecimiento, 

específicamente durante periodos de inanición y diferenciación. No obstante, durante la 

fase estacionaria en Saccharomyces cervisiae se han encontrado concentraciones 

elevadas de trehalosa, cuando se está en un medio con baja aw, lo cual indica que la 

trehalosa tiene una pequeña función en la osmorregulación durante las etapas del 

crecimiento de microorganismos (63).  

El arabitol es un alcohol polihídrico esterioisómero del xilitol (68). El arabitol puede 

funcionar como un soluto compatible, sin embargo, durante un choque hiposmótico 

funciona como un soluto compatible de segundo rango, ya que presenta valores muy 

bajos. Además se agota cuando las fuentes de energía son escasas por lo que en el caso 

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

En A. sydowii una mezcla de solutos compatibles como manitol, eritritol, trehalosa, arabitol 

y el glicerol (soluto principal) se utilizan como respuesta de defensa frente al estrés 

osmótico inducido por altas concentraciones de las sales MgCl2 y NaCl. Este resultado es 

consistente con la hipótesis de que los solutos compatibles son agentes protectores frente 

a diferentes formas de estrés osmótico. Lo cual sugiere que para contender frente a un 

estrés hídrico inducido por sales cosmotrópicas o sales caotrópicas se emplea la 
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estrategia de los solutos compatibles en igual extensión. Este resultado concuerda con lo 

planteado por (34), donde analizan en A. nidulans la estrategia de solutos compatibles en 

presencia de estrés hídrico inducido por un compuesto caotrópico como el etanol y 

plantean que no existen diferencias en la producción de solutos compatibles en presencia 

de un compuesto caotrópico con respecto a una sal caotrópica. 

 

3.4 Análisis transcriptómico de A. sydowii en presencia de las sales NaCl y MgCl2  

 

Extracción de ARN total 

Se realizó la extracción de ARN del cultivo de Aspergillus sydowii EXF-12860, crecido en 

condiciones de estrés osmótico inducido por la presencia de las sales NaCl y MgCl2 y se 

obtuvieron rendimientos entre 1 y 2 µg/µl de ARN. Se pudo determinar el RIN (del inglés: 

RNA Integrity Number) en las muestras analizadas mediante electroforesis capilar, 

además en los electroferogramas se puede observar que las señales correspondientes a 

los fragmentos 28 S y 18 S son intensas como se observa en la figura 11, lo cual indica la 

integridad y pureza de la muestra. Se obtuvieron muestras de las siguientes condiciones 

por triplicado: en presencia de 2 M de la sal NaCl como condición de referencia de estrés 

provocado por una sal cosmotrópica y 2 M de la sal MgCl2 como condición de estrés 

provocado por una sal caotrópica. 
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Figura 11. Extracción de ARN total del micelio de Aspergillus sydowii EXF-12860 crecido en presencia de 2 M 

de la sal cosmotrópica NaCl y en presencia de 2 M de la sal caotrópica MgCl2 como condición de estrés. a. 

Evaluación de la calidad del ARN mediante electroforesis en agarosa (1%). A. A. sydowii EXF-12860 2 M de 

NaCl (aw ∼ 0.96) como condición de referencia; B. A. sydowii EXF-12860 2 M de MgCl2 (aw ∼ 0.95) como 

condición de estrés.  

 

Control de calidad de la secuenciación RNAseq 

A partir de los secuenciadores modernos que presentan un alto rendimiento se pueden 

generar millones de secuencias. Sin embargo, antes de realizar el análisis de estas para 

arribar a conclusiones biológicas, es necesario verificar la calidad de las lecturas. En este 

sentido, el análisis mediante el programa FastQC tiene como objetivo proporcionar un 

informe de control de la calidad que pueda detectar problemas que se originan en el 

secuenciador o en el material de la biblioteca de inicio (51). Los datos crudos recibidos de 

la secuenciación por Illumina HiSeq2500 se encuentran en formato fastq. La profundidad 

de la secuenciación fue de aproximadamente 40 millones de lecturas por muestra. Se 

obtuvieron fragmentos de 150 pares de bases, secuenciados por ambos extremos figuras 

12 y 13. En total se procesaron aproximadamente de 38 972 890 secuencias, estas 

lecturas crudas presentaron un porcentaje GC entre 54 y 55%. El análisis revela una 

calidad media de la secuenciación entre 28 y 34 (escala Phred33: calidades de 0 a 41), 

los cuales son considerados valores de buena calidad. 

NaCl MgCl2 A B 
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Figura 12. Evaluación de la calidad de la secuenciación de las lecturas crudas en formato fastq de las 

muestras en presencia de la condición de referencia de 2 M de la sal cosmotrópica NaCl (Gráficas 

representativa de las 6 librerías secuenciadas) (FastQC Software). Calidad promedio de secuenciación por 

posición de las lecturas.  
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Figura 13. Evaluación de la calidad de la secuenciación de las lecturas crudas en formato fastq de las 

muestras en presencia de la condición de estrés de 2 M de la sal caotrópica de MgCl2 (Gráficas representativa 

de las 6 librerías secuenciadas) (FastQC Software). Calidad promedio de secuenciación por posición de las 

lecturas.  

 

Otros parámetros de calidad revelados por la herramienta FastQC, presentaron 

porcentajes de baja calidad como: altos niveles de contenido de secuencias por base, 

secuencias duplicadas, secuencias sobrerrepresentadas y presencia de adaptadores en 

las muestras. Esto se debe a que las muestras no han sido depuradas 

bionformáticamente para eliminar el contenido de adaptadores y secuencias que 

presenten baja calidad de secuenciación (51), (54). Por este motivo se realizó un 

preprocesamiento de las lecturas para de esta manera mejorar la calidad futura del 

alineamiento. 
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Ensamblaje de novo y anotación funcional 

Posterior a la corrección de las lecturas mediante una serie de herramientas en línea de 

comandos, se procedió al ensamblaje de novo en el programa Trinity. El transcriptoma 

contiene 41 761 fragmentos ensamblados (contigs), los cuales pertenecen a 22 195 

posibles estructuras génicas, donde el 50% de las bases ensambladas se encuentran en 

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

 

Tabla VII. Estadísticos de caracterización del ensamblaje de novo del transcriptoma (Trinity Software). 

Assembly statistics 

Counts of transcripts, etc. 

Total trinity 'genes': 22 195 

Total Trinity transcripts: 41 761 

Percent GC: 50.90 

Stats based on ALL transcript contigs: 

Contig N10: 5311 

Contig N20: 4247 

Contig N30: 3623 

Contig N40: 3074 

Contig N50: 2620 

Median contig length: 1371 

Average contig: 1735.23 

Total assembled bases: 72465025 

 

El 47.89% del total de transcriptos codificantes fue anotado funcionalmente mediante 

BLAST, contra la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot. Dicha anotación determina que 

muchos de los mecanismos involucrados en los procesos biológicos estudiados no 

pueden ser descritos con claridad (Figura 14).  
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Figura 14. Progreso del análisis realizado a las muestras de estudio, donde se observa la variación del 

número de secuencias a medida que avanza el procesamiento de estas. (Blast2GO Software).   

La anotación en términos de Ontología Genética (GO) de los transcritos reveló que se 

encuentran regulados de forma representativa los procesos biológicos. En el GO 

correspondiente a la Función Molecular se encontraron regulados principalmente las 

actividades hidrolasa, transporte transmembrana, transferasa, la unión de ácidos 

nucleicos y oxidorreductasa (Figura 15). En el GO correspondiente a Procesos Biológicos 

se encontraron regulados de forma representativa los procesos de ciclo celular, los 

procesos de modificación de proteínas celulares, los procesos catabólicos celulares y las 

respuestas celulares al estrés (Figura 16). En el GO correspondiente a Componentes 

celulares se encontraron regulados de forma representativa el sistema de 

endomembranas, las membranas plasmáticas y las vesículas citoplasmáticas (Figura 17). 
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Figura 15. Distribución en términos GO de los transcritos anotados (Blast2GO Software).  Función molecular, 

siendo los más representativos la actividad hidrolasa y la actividad de transporte transmembrana. 

 

                        

Figura 16. Distribución en términos GO de los transcritos anotados (Blast2GO Software).  Procesos 

biológicos, siendo los más representativos los procesos cíclicos celulares y los procesos celulares 

relacionados con modificaciones de las proteínas. 

 



55 
 

              

Figura 17. Distribución en términos GO de los transcritos anotados (Blast2GO Software). Componentes 

celulares, siendo los más representativos el sistema de endomembranas, la membrana plasmática, la vesícula 

citoplasmática, los cromosomas y las membranas de organelos. 

 

Análisis de la expresión diferencial de genes 

Los resultados de la Expresión Diferencial (ED) de genes de una condición respecto a 

otra se pueden observar en la Figura 19. El número de genes ED (FDR < 0.05) fue 809. 

Se encontraron regulados positivamente con un logFC>2, 373 transcritos y se encontraron 

regulados negativamente con un logFC<-2, 436 genes (Figura 18. Resumen de los 

resultados de ED). Se filtraron los transcritos con bajo número de conteos (cpm < 2) en al 

menos tres réplicas, para aumentar la fortaleza estadística de la predicción de genes ED 

(57). La eliminación de estos transcritos permitió homogenizar los niveles de lecturas por 

transcrito en las muestras, reduciendo la variabilidad asociada al conteo, lo que previene 

la aparición de falsos positivos. La eliminación de estos transcritos no afecta los genes 

identificados como ED por los métodos utilizados posteriormente. Se generaron diferentes 

gráficos estadísticos para una visión global de los resultados. El gráfico MDS Plot, generó 

una gráfica de dispersión binomial, en la cual las distancias representan los típicos 

cambios del logFC entre las muestras (Figura 20). El Volcano Plot representó una 

dispersión construida por puntos que representan el logaritmo negativo del ajuste de p-

values (FDR), sobre el eje de las y, versus el logFC del eje de las x (Figura 21). El gráfico 

MA Plot representó un smear de puntos que muestra el logFC del eje de las y versus el 

promedio del logaritmo de CPM en el eje de las x (Figura 22). El heatmap es una 
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representación visual de dos dimensiones de los datos, en el cual los valores numéricos 

de los puntos se representaron por un rango de colores (Figura 23), el dendograma 

añadido a la izquierda y encima es producido por agrupamiento tomando como entrada de 

distancia Euclidiana, calculada entre genes (izquierda) y muestras (encima). Las primeras 

barras contienen el diseño experimental de los datos que muestran la asociación entre 

muestras y covariables experimentales. Además, se representan los 50 genes principales 

ED (clasificados por FDR), todos los genes expresados diferencialmente. 
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Figura18. En esta figura se puede observar un sumario de los resultados finales de la ED. 
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Figura 19. En la figura se observa el resumen de los resultados, donde se muestra el número total de 

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

diferencialmente expresados 809, genes regulados positivamente 373, genes regulados negativamente 436. 

 

 

Figura 20. En MDS Plot, se puede observar la dispersión binomial que representa las distancias que 

representan los típicos cambios del logFC entre las muestras. 

 

 

Figura 21. En Volcano Plot la dispersión del logaritmo negativo del ajuste de p-values (FDR), sobre el eje de 

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

negativamente se muestran en verde y rojo, respectivamente. 
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Figura 22. En MA Plot el smear de puntos muestra el logFC del eje de las y versus el promedio del logaritmo 

de CPM en el eje de las x. Genes ED se observan de color rojo. 

 

                                  

Figura 23. El heatmap muestra una representación visual de dos dimensiones de los datos, en el cual los 

valores numéricos de los puntos se representan por un rango de colores, el dendograma añadido a la 

izquierda y encima es producido por un método de agrupamiento jerárquico que toma como entrada de 

distancia Euclidiana, calculada entre genes (izquierda) y muestras (encima). Las primeras barras contienen el 

diseño experimental de los datos que muestran la asociación entre muestras y covariables experimentales. 

Los genes regulados positivamente y los genes regulados negativamente se observan de color verde y rojo, 

respectivamente. 
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Enriquecimiento de términos GO y vías metabólicas 

En el enriquecimiento de términos GO para el conjunto de genes ED en presencia de 

NaCl y MgCl2 se observa que con respecto a los componentes celulares se ven 

favorecidos los complejos de oxidación NADPH (Figura 25). Mientras que en el nivel de 

función molecular los principales procesos biológicos regulados son: actividad 

oxidorreductasa, ácidos monocarboxílicos, unión de ion hierro, entre otros (Figura 26). 

Además, los principales procesos biológicos regulados son: el catabolismo de la L-

fenilalanina, procesos catabólicos de la tirosina, procesos catabólicos de aminoácidos 

celulares, procesos metabólicos de ácidos monocarboxílicos, procesos catabólicos de 

ácidos orgánicos, procesos catabólicos de la regulación negativa del glucógeno, procesos 

de oxidación/reducción, procesos metabólicos de las hexosas, entre otros. 

Se observa en el gráfico de NES vs Significance Chart, de valores-p versus puntuaciones 

de enriquecimiento normalizadas, donde se encontraron los conjuntos de genes 

enriquecidos significativos (Figura 24). 

 

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

enriquecimiento normalizadas. 
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Figura 25. Enriquecimiento de términos GO en el conjunto de genes ED en presencia de 2 M de MgCl2. Se 

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

computacional GSEA en el software Omicsbox. Rojo: Genes ED (regulados positivamente). 
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Figura 26. Enriquecimiento de términos GO en el conjunto de genes ED en presencia de 2 M de MgCl2. Se 

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

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

 

Transcriptos relacionados con estrés oxidativo 

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

transporte electrónico, todos los organismos aeróbicos están expuestos a intermediarios 
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de los reactivos del oxígeno. Cuando los intermediarios de las ROS se encuentran en 

concentraciones bajas actúan como mensajeros secundarios. Mientras que a elevadas 

concentraciones pueden ocasionar daño a macromoléculas biológicas como ADN, lípidos 

y proteínas. Sin embargo, existen varios mecanismos capaces de desintoxicar 

eficientemente los intermediarios de las ROS (69). El estrés oxidativo es uno de los 

factores limitantes del crecimiento de H. werneckii en ambientes con altas 

concentraciones de sales. Son muy escasos los estudios en hongos tolerantes a altas 

concentraciones de sal relacionados con la respuesta al estrés oxidativo (70). En la 

presente investigación en A. sydowii en la condición crecida en 2 M de MgCl2, se 

encontraron diferencialmente expresados transcritos involucrados en la respuesta al 

estrés oxidativo. Estuvo regulado positivamente el gen Catalasa HPII (katE), con un 

logFC= 3.21, el cual tiene la función de convertir el H2O2 en H2O y O2 para proteger a la 

célula de los efectos tóxicos del H2O2. Un estudio relacionado con el papel que juegan las 

catalasas del micelio y conidios en la patogenicidad de Aspergillus fumigatus, plantean la 

expresión de tres catalasas en los conidios y dos en el micelio, las cuales están 

codificadas por tres estructuras génicas separadas, CATA, CAR1 y CAT2 (71). En A. 

fumigatus se caracterizó una superóxido dimutasa extracelular (72) que podría jugar un 

papel esencial en la protección frente a ROS (71), (73). Es conocido que en levaduras los 

genes tripéptido glutatión y pequeña proteína tiorredoxin son redundantes en la protección 

celular cuando la célula se expone a concentraciones elevadas de superóxido, H2O2 y 

radicales hidroxilo (70). En el caso del gen Tiorredoxin (Trx), se reguló positivamente con 

un logFC=7.32. Este gen codifica para una de las dos enzimas que forman el sistema 

redox del sistema de tiorredoxinas. Dentro de las funciones fisiológicas asignadas para la 

enzima a la cual codifica el gen Trx se incluye la reducción de la proteína disulfuro, la 

asimilación de azufre, la desintoxicación de ROS, la reparación de proteínas y la 

regulación de enzimas y factores de transcripción. Existen reportes de la relación de Trx 

en la apoptosis, las actividades cocytokine-, chemokine- y la actividad de estimulación del 

crecimiento (69). El gen aconitasa (aco) estuvo regulado positivamente con un 

logFC=11.6. Las aconitasas son proteínas de hierro azufre que catalizan la isomerización 

reversible de citrato e isocitrato por la vía cis-aconitasa. Las aconitasas mitocondriales 

son parte del ciclo del ácido cítrico y en el citosol actúan como factores trans regulatorios 

que controlan la homeostasis del hierro a nivel postranscripcional. Ambas isoformas, la 

mitocondrial y la citosólica contienen un grupo prostético (4Fe-4S) en el cual el hierro no 

está ligado a un residuo de la proteína y puede unirse a un grupo hidroxilo del sustrato o 
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del agua (74). También estuvieron diferencialmente expresados tres transcriptos del gen 

citocromo P450 (cyp) que codifican para una enzima que forma parte de un diverso grupo 

de hemo monooxigenasas que tienen un papel importante en el metabolismo. Estas 

enzimas contribuyen al balance redox ya que tienen una función importante en los 

procesos celulares, incluidos funciones inmunes y de señalización celular (75). El 

transcripto que corresponde al gen Succinato-CoA ligasa (scot) estuvo regulado 

positivamente, con un logFC=2.59. Estos resultados sugieren que el estrés provocado por 

el crecimiento de A. sydowii en 2 M de MgCl2 provocó un estrés oxidativo. Por lo tanto, 

este hongo halófilo regula la expresión transcripcional de diferentes genes implicados en 

el manejo de la defensa del estrés oxidativo. Lo que revela que la reprogramación 

transcripcional que se produjo ante la exposición de A. sydowii a 2 M de MgCl2 podría 

haber ayudado a superar el desequilibrio entre los niveles celulares de oxidantes (ROS) y 

antioxidantes, para de este modo haber evitado la muerte celular.  

Transcriptos relacionados con daños en el genoma 

A pesar del efecto estabilizador que tienen los iones de Mg2+ sobre la doble cadena de 

ADN, la estructura secundaria del ARN y sobre el heteroduplex ADN-ARN en un genoma 

estable en alto contenido de GC, como ocurre en la mayoría de los miembros de 

Haloquadratum, este efecto puede resultar en la rigidez del ADN, lo cual puede interferir 

con procesos esenciales como la replicación del ADN y la transcripción (28). Es por esta 

razón que se considera tóxico debido a que provoca inducción de daños en el genoma. 

Este efecto es contrarrestado por mecanismos de reparación e integridad del genoma 

algunos de los cuales se observaron en las muestras crecidas en 2 M de MgCl2. Por 

ejemplo, estuvieron regulados positivamente genes involucrados en la estructura de la 

cromatina en células eucariontes como la Histona 4 (hh4), la Acetiltransferasa de Histona 

GCN5, la Ubiquitina conjugada E2 2 (RAD6) y la Proteína homóloga AF-9 (YAF9). 

Además, en esta condición también se reguló positivamente el gen ADN tirosil 

fosfodiesterasa (tdp) que codifica para una enzima de reparación del ADN. Estuvo 

regulado positivamente el gen ADN liasa (sitio apurínico o apirimidínico) (epex1) el cual 

está involucrado en la vía de reparación de la escisión de bases del ADN provocado por 

lesiones de ADN inducidas por agentes oxidativos y alquilantes. Estuvo regulado 

positivamente el gen que codifica para Exoribonucleasa (EXO1), involucrado en la 

reparación de discordancia y también en la recombinación mitótica entre repeticiones 

directas. También tiene un papel menor en la corrección de grandes desajustes de ADN 
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que se producen en el ADN heteroduplex durante la recombinación meiótica. Por otro 

lado, también estuvieron regulados positivamente genes que codifican para factores de 

transcripción como: factor de transcripción de dominio de dedo (nscR), factor de 

transcripción de clúster de ácido fusárico (FUB12), factor de transcripción nuclear Y 

subunidad alfa isoforma X1 (NFYA) y factor de transcripción Sp8 (Sp8). Con relación a 

esto, se realizó un estudio a nivel transcriptómico en A. sydowii, crecido en presencia de 

HPAs. Los HPAs son compuestos tóxicos, carcinogénicos y mutagénicos y en este 

estudio se encontraron regulados positivamente genes tales como: ADN tirosil 

fosfodiesterasa (tdp), Histona 4 (hh4), entre otros. La expresión positiva de estos genes 

es un indicativo del daño que provocan los HPAs en el genoma de A. sydowii (36). En 

nuestro estudio se encontraron genes similares lo que sugiere que el MgCl2 a 2 M resulta 

tóxico para las células de A. sydowii por lo que ocurre una reprogramación transcripcional 

para contender con esta condición de estrés y reparar el daño inducido al genoma. 

Transcriptos relacionados con la síntesis de solutos compatibles 

En A. sydowii, no se encontraron cambios significativos en la transcripción de genes 

involucrados en la síntesis de solutos compatibles. No obstante, se encontraron 

diferencialmente expresados varios genes involucrados en la biosíntesis y degradación 

del glicerol. Entre estos está el gen Aeróbico glicerol fosfato deshidrogenasa (glpD), con 

un logFC=7.99. Este gen está involucrado en la degradación del glicerol por la vía de 

glicerol quinasa y participa en la conversión de glicerol-3-fosfato en dihidroxiacetona y se 

encuentra en el citoplasma. También estuvieron regulados positivamente los genes ATP-

dependiente dihidroxiacetona kinasa (TKFC), con un logFC=12.37 y Aspartato 

aminotransferasa citoplasmática (GOT1), los cuales están relacionados con los procesos 

catabólicos del metabolismo del glicerol y con los procesos de biosíntesis de glicerol, 

respectivamente. El glicerol se forma por la conversión de dihidroxiacetona fosfato a 

glicerol-3-fosfato y es subsecuentemente desfosforilado de glicerol-3-fosfato a glicerol. La 

primera reacción es catalizada por la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPD). Existen 

dos isogenes diferentes que codifican para GPD. La primera isoforma identificada se 

induce bajo estrés osmótico (76). El glicerol puede ser utilizado en la célula como una 

fuente de carbono y sus niveles citosólicos de síntesis y degradación son un factor 

importante para el mantenimiento del balance redox en la célula. Además de estas 

funciones mencionadas, el glicerol es utilizado para la síntesis de glicerofosfolípidos y 

triacilglicéridos. También es utilizado para combatir el estrés oxidativo y térmico (64). La 
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regulación positiva de los genes expresados en el contexto del estrés analizado sugiere 

que existe una degradación del glicerol, por lo que la célula pudiera estar utilizando la 

energía proveniente del catabolismo de esta molécula para el mantenimiento del balance 

redox en la célula y/o para garantizar el funcionamiento de los trasportadores de la 

membrana involucrados en la homeostasis de los iones. Los genes involucrados en la 

biosíntesis del glicerol sugieren que este poliol podría estar relacionado directamente con 

la biosíntesis de fosfolípidos involucrados en el reordenamiento de lípidos de la 

membrana citoplasmática y también puede estar contribuyendo con el mantenimiento de 

la turgencia celular. 

Con relación al proceso de biosíntesis de trehalosa se encontró diferencialmente 

expresado el gen trehalosa-6-fosfato sintasa (TPS1), con un logFC=4.58. La biosíntesis 

de trehalosa-6-fosfato consiste en dos pasos enzimáticos catalizados por la subunidad 

oligomérica TPS, a partir de glucosa-6-fosfato y UDP-glucosa y trehalosa-6-fosfato 

fosfatasa (77). En la levadura S. cerevisiae, existen al menos tres proteínas que participan 

en este complejo, la trehalosa-6-fosfato sintasa, la trehalosa-6-fosfato fosfatasa y una 

proteína regulatoria (78). La subunidad TPS1 participa en la regulación del influjo de 

glucosa dentro de la célula y en la regulación del estrés térmico (77). La trehalosa (α-

glúsido-1,2-glucosa) es un disacárido no reductor encontrado en diversos organismos 

como bacterias, hongos, algas, plantas, invertebrados e insectos. En el caso de los 

hongos, la trehalosa se acumula en el micelio durante la fase estacionaria y en los 

conidios. Es rápidamente metabolizado una vez reanudado el crecimiento o se inicia la 

germinación. La trehalosa era considerada solamente una reserva de carbohidratos. Sin 

embargo, ya es sabido que tiene una función protectora frente a varios tipos de estrés 

(78). En el caso de A. nidulans, la trehalosa se acumula en respuesta a un estrés 

oxidativo, estrés por calor y durante la conidiación, no siendo así en el caso del estrés 

osmótico (21). 

Los solutos compatibles son una estrategia ampliamente utilizada por los hongos para 

contender contra el estrés osmótico (58), (1), (65), (10). Los resultados de este trabajo 

sugieren que ocurre una reprogramación transcripcional relacionada con la síntesis de 

solutos compatibles para contender con esta condición de estrés ya que se identificaron 

genes diferencialmente expresados relacionados con la biosíntesis y degradación de la 

trehalosa y el glicerol. Sin embargo, no se encontraron diferencialmente expresados 

genes relacionados con la biosíntesis de la manosa, el arabitol o el eritritol. Este resultado 
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concuerda con los resultados descritos previamente en este trabajo donde se detectaron 

la misma mezcla de solutos en A. sydowii en presencia de 2 M de MgCl2 que en presencia 

de 2 M de NaCl. Por lo tanto, los genes que codifican para la biosíntesis de estos 

compuestos pueden estarse expresando en ambas condiciones y no de forma diferencial.  

Transcriptos relacionados con la pared celular 

La pared celular de los hongos es una estructura compleja que consiste en polisacáridos 

dispuestos de forma lineal y ramificada y presenta proteínas que le confieren una función 

inmunomoduladora y evasiva para brindar protección al hongo. La estructura de la pared 

celular es remodelada dinámicamente en dependencia de las condiciones ambientales a 

las cuales el hongo se enfrenta, lo que resulta en cambios en su composición (79). El 

cambio transcripcional de genes asociados con la construcción y remodelado de la pared 

celular de A. sydowii sugiere que esta estructura fue modificada bajo la presencia de 2 M 

de MgCl2. El modelo actual de la composición de la pared celular de Aspergillus describe 

que la quitina es un polímero linear de β-1,4-N-acetil-glucosamina, que se encuentra 

localizado cerca de la membrana celular con α(1-3)-glucanos cruzados formando una 

capa hidrofóbica rígida alrededor de β(1-3)-glucanos cruzados, convirtiendo esta región 

rígida en una segunda capa de β-glucanos hidratados. Finalmente, la región ultraperiférica 

de la pared celular está compuesta por mannan, arabinan, α(1-3)-glucanos y proteínas 

(21), (80). La cantidad de quitina presente en la pared celular es una función de su 

síntesis y degradación. Las quitinas sintasas (CHS) son una familia de proteínas que 

polimerizan la UDP-N-acetil-glucosamina intracelular y excretan polímeros de quitina 

hacia el espacio de la pared celular (21). En A. sydowii estuvo regulado positivamente el 

transcripto del gen Endoquitinasa A (ctcA), logFC=2.28, el cual está involucrado en la 

degradación de la quitina. También estuvo regulado positivamente el gen Chitotriosidasa-

1 (CHIT1), logFC=1.68, que entre otras funciones puede mediar la hidrólisis de la quitina. 

En A. fumigatus, ocho genes que codifican para quitina sintasa fueron encontrados pero 

su función biológica específica no está totalmente clara, ya que al realizar la delección de 

muchos de estos genes, no se observó un efecto sobre el crecimiento o sobre el 

contenido de quitina de la pared celular (81). En el caso de A. sydowii al menos 11 

diferentes transcriptos que codifican para ocho quitinasas sintasas fueron identificados, 

bajo condiciones de estrés salino (21). La regulación positiva de estos genes sugiere que 

en el contexto del estrés evaluado podría ocurrir un decrecimiento en el contenido de 

quitina de la pared celular. 
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La familia de glucosiltransferasas (GEL family), son unas de las proteínas asociadas a la 

pared celular más estudiadas y se encuentra presente en la pared celular de una gran 

cantidad de hongos. Su función consiste en cortar el recién sintetizado β(1,3)-glucano y 

transferirlo a otra molécula de β(1,3)-glucano, resultando en la elongación y acortamiento 

de las fibras de glucano. Las proteínas GEL también regulan el cruce de proteínas dentro 

de la pared celular, permitiendo el correcto ensamblaje de las estructuras de la pared (82). 

Estuvo regulado positivamente el transcripto del gen 1,3-beta glucanosil transferasa 1,3- 

(gel4), con un logFC=3.62. El gen gel4 está involucrado en el reordenamiento de la pared 

celular en hongos y es esencial en A. fumigatus (83). En A. fumigatus se identificaron 

siete genes, pero solo gel1, gel2 y gel4 se expresan durante el crecimiento micelial (81). 

También estuvo regulado positivamente el transcripto del gen Glycosidasa (CRR1), que 

es una glicosidasa específica implicada en el ensamblaje de la pared celular de esporas 

durante la esporulación. De forma general bajo condiciones de estrés osmótico en A. 

sydowii, el contenido de quitina es reducido, mientras que el contenido de β-glucanos es 

incrementado en la pared celular. Estas modificaciones, generan la reducción de la 

elasticidad de la pared celular, permitiendo la resistencia a condiciones externas (21). Los 

resultados de este trabajo sugieren que ocurre una reprogramación transcripcional 

relacionada con las modificaciones de la pared celular bajo condiciones de estrés 

osmótico inducidas por 2 M de MgCl2 ya que se identificaron regulados positivamente 

genes involucrados con la disminución del contenido de quitina e implicados en la 

elongación de los glucanos. Estos reordenamientos en la estructura de la pared celular 

sugieren que puede estar ocurriendo una reducción de la elasticidad y un engrosamiento 

de la pared celular para de esta manera contender contra la alta presión osmótica a la que 

está siendo sometida.  

Transcriptos relacionados con el transporte celular 

Algunos hongos halófilos tienen un gran número de sistemas de transporte, para regular 

la homeostasis a niveles de cationes alcalinos y mantener el flujo a través de la 

membrana plasmática para eliminar iones tóxicos (21). La súper familia de las proteínas 

ATP-binding cassette (ABC) es una de las mayores familias de proteínas. Estas 

transportan diversos tipos de sustratos, incluidos azúcares, amino ácidos, antibióticos, 

lípidos, esteroles, péptidos, metabolitos endógenos e iones (84). Algunos miembros de 

esta gran familia transportan agentes citotóxicos a través de la membrana biológica, 

resultando en la acumulación de toxinas. Por lo tanto, juegan un papel en la protección 
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celular frente a toxinas naturales. En A. nidulans la secreción de metabolitos secundarios 

endógenos, toxinas naturales exógenas y xenobióticos, está mediada por transportadores 

ABC (85). En los hongos A. sydowii, A. versicolor, A. nidulans, A. niger y A. fumigatus, 

han sido identificados genes que codifican para transportadores ABC (21). En este 

estudio estuvieron regulados positivamente transcriptos que codifican para genes de 

transportadores ABC, como ABC transportador multifármico B (abcB) logFC=11.9 y ABC 

transportador multifármico MDR (MDR1), logFC=10.43. La contribución de los 

transportadores ABC en el manejo de la halotolerancia de hongos filamentosos no se 

conoce claramente. Sin embargo la existencia de un gran número de genes que codifican 

para estos transportadores en el genoma de halófilos como Aspergillus versicolor y de A. 

sydowii (21) puede sugerirnos que están involucrados en el transporte de ciertos 

aminoácidos bajo condiciones de estrés osmótico. 

Existe la hipótesis en A. fumigatus, de que genes específicos podrían codificar para 

factores de virulencia en este hongo. Uno de estos genes es AFUA_7G05060, que tiene 

gran interés ya que es homólogo del factor de virulencia bacteriano MgtC, implicado en el 

transporte de magnesio. Esta homología con el MgtC bacterial es única en el Reino 

Fúngico, ya que ningún otro homólogo MGTC fue identificado por una búsqueda en 

BLAST con otras especies eucariotas o en especies de Aspergillus (con la excepción de 

Neosartorya fischeri, que es el taxón más cercano a A. fumigatus) (81). En A. sydowii 

estuvieron regulados positivamente transcriptos relacionados directamente con el 

transporte de magnesio como: UPF0619 GPI-anchored membrane protein 

AFUA_3G00880 (AFUA_3G00880), logFC=6.36 y Uncharacterized protein 

AFUA_6G02800 (AFUA_6G02800) logFC=2.42. La regulación positiva de estos genes 

indica que en este hongo está ocurriendo un transporte activo de iones Mg2+, lo que 

puede sugerir la existencia de un mecanismo de transporte que le permita expulsar este 

ion para regular su concentración intracelular.   

También estuvieron regulados positivamente varios transcriptos de genes relacionados 

con el transporte de la membrana como genes que codifican para transportadores 

dependientes de sodio como: Transportador de nucleósidos 1 (CNT1), Nax/nucleósido 

cotransporte 1 (Slc28a2) y el transcripto Zinc transporte 3 (Slc30a3), involucrado en la 

acumulación de zinc. H. werneckii es capaz de crecer en las mayores concentraciones de 

sal, en medios saturados de cosmotrópicos (5 M de NaCl, 4.5 M de KCl, 3 M de MgSO4) y 

las mayores concentraciones de caotrópicos (2.1 M de MgCl2, 1.7 M de CaCl2 y 4 M de 
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NaBr). Esta capacidad excepcional podría estar relacionada con la redundancia de los 

transportadores de membrana plasmática Na+ y K+ codificados en su genoma duplicado 

(2). La regulación positiva del transporte de estos iones sugiere que en la célula bajo el 

estrés osmótico evaluado se está invirtiendo energía en el transporte iónico de Na+ y Zn lo 

cual pudiera estar favoreciendo los procesos celulares que le permitan manejar el estrés y 

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

Al comparar los perfiles transcriptómicos de A. sydowii crecido en presencia de 2 M de 

MgCl2 y de 2 M de NaCl se pudo ganar en claridad sobre los mecanismos de respuesta 

que le permiten a esta especie sobrevivir en estas condiciones hostiles, sin embargo, 

dado que es un tema poco estudiado es necesario profundizar aún más en estos. 

Mediante la evaluación a partir de biomarcadores de estrés oxidativos se determinó la 

respuesta antioxidante de A. sydowii expuesto a NaCl y MgCl2. Estos resultados 

sugirieron que el crecimiento en presencia de MgCl2 induce un estrés oxidativo mayor en 

relación con la presencia de NaCl lo cual se correlaciona con la naturaleza caotrópica del 

ion Mg2+ y con sus efectos tóxicos sobre la célula. En esta especie la respuesta de 

defensa antioxidante está dada por la acción de las enzimas catalasa y GPX que están 

involucradas en la respuesta del mantenimiento de la homeostasis redox a nivel celular. 

En A. sydowii una de las respuestas celulares que favorecen el mantenimiento del 

equilibrio osmótico en medios hipersalinos es la presencia de una mezcla de compuestos 

osmóticamente activos como manitol, arabitol, trehalosa, eritritol y glicerol, en igual 

extensión en cuanto a la mezcla de solutos detectados en el crecimiento en presencia de 

NaCl y MgCl2. Existen diferencias en las concentraciones de estos solutos en el tiempo. 

Sin embargo, se puede concluir que tanto en presencia de MgCl2 como en presencia de 

NaCl una de las formas de manejar el estrés osmótico provocado por estas sales es 

mediante la estrategia de los solutos compatibles. Este resultado es consistente con la 

hipótesis de que los solutos compatibles son agentes protectores frente a diferentes 

formas de estrés osmótico. Este mecanismo de respuesta es compartido con todos los 

hongos filamentosos xerófilos/halófilos que han sido estudiados en condiciones de estrés 

osmótico. A nivel transcripcional se identificaron en A. sydowii EXF-12860, 376 transcritos 

regulados positivamente y 436 regulados negativamente (logFC >1; FDR < 0.05). Cuando 

las células de A. sydowii crecen en presencia de 2 M de MgCl2 ocurre la transcripción 

diferencial de genes relacionados con la respuesta al estrés oxidativo y al daño en el 

genoma, por lo tanto, esta condición es altamente estresante. También existen genes 

regulados positivamente relacionados con la biosíntesis y el catabolismo del glicerol y de 

la trehalosa por lo tanto a nivel transcripcional se ve favorecida de forma diferencial la 

biosíntesis de estos solutos. También está ocurriendo una reprogramación transcripcional 

relacionada con mecanismos moleculares involucrados en las modificaciones de la pared 

celular por lo que pudiera conducir a una reducción de la elasticidad y a un engrosamiento 
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de la pared celular para de esta manera contender contra la alta presión osmótica a la que 

está siendo sometida la célula. A la vez que intenta mantener activo el transporte iónico 

mediante la regulación positiva de genes que codifican para trasportadores de la 

membrana con lo cual se ve favorecido el mecanismo de homeostasis de los iones. Por lo 

tanto, en presencia de 2 M de MgCl2 existe un estrés osmótico y un estrés oxidativo y las 

células responden a través de los mecanismos de respuesta generales descritos para 

contender ante un estrés osmótico en hongos filamentosos halófilos/xerófilos. El hongo 

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