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Resumen 

Aunque varios estudios han investigado las osmoadaptaciones de los hongos halófilos a las 

condiciones salinas, sólo unos pocos han analizado los mecanismos sistémicos que se activan 

en soluciones con concentraciones saturantes NaCl. El hongo halófilo Aspergillus sydowii es 

un organismo modelo para el estudio de las adaptaciones moleculares de los hongos 

filamentosos a la hiperosmolaridad. Este estudio es el más completo donde se caracteriza la 

micromorfología y la respuesta celular adaptativa de diferentes biomarcadores de estrés 

oxidativo no enzimáticos y enzimáticos en hongos filamentosos halófilos. Aquí estudiamos 

la morfología, la síntesis de osmolitos y las defensas contra el estrés oxidativo del halófilo A. 

sydowii EXF-12860 a 1.0 M y 5.13 M de NaCl. 

También por primera vez se utilizó un enfoque multiómico (es decir, transcriptómica y 

metabolómica) para comparar la expresión y metabolismo de A. sydowii en una 

concentración saturada (5.13 M de NaCl) y en la salinidad óptima (1 M de NaCl). El anális is 

reveló que 1,842 genes se expresan diferencialmente, de los cuales 704 estaban 

sobreexpresados. Los genes sobreexpresados están implicados en las vías de transducción de 

señales de glicerol de alta osmolaridad, la biosíntesis de β-1,3-glucanos y el transporte de 

iones transmembrana. Los genes regulados negativamente  están relacionados con la síntesis 

de quitina, manosa, proteínas de la pared celular, respuesta a inanición, síntesis de feromonas 

y regulación del ciclo celular. Del 100% de los transcritos, 20% son ARN no codificantes, y 

de estos  un 7% se clasifican como ARNs largos no codificantes largos (lncRNA). El 42% y 

el 69% del total de lncRNAs y de los RNAs que codifican factores de transcripción, 

respectivamente, se expresaron de forma diferencial. Los análisis metabolómicos revelaron 

más metabolitos complejos y desconocidos en la concentración saturada de NaCl que en la 

salinidad óptima. En la condición de 5.13M de NaCl los aminoácidos libres disminuyeron 

significativamente y el metabolismo de los aminoácidos se reprogramó. El análisis del 

contenido y tipo de ácidos grasos de membrana muestra que no cambia en el hongo creciendo 

en condición óptima o en hipersalinidad.  Este estudio es el primer intento de desentrañar la 

ecología molecular de un hongo ascomiceto en situación de privación extrema de agua por 

NaCl (5.13 M). Este trabajo también representa un estudio pionero en la investición de la 

importancia de los lncRNAs y los factores transcripcionales en la respuesta transcriptómica 

al alto estrés por NaCl en hongos halófilos. 
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Abstract  

 
Although various studies have investigated osmoadaptations of halophilic fungi to saline 

conditions, only few analyzed the fungal mechanisms occurring at saturated NaCl 

concentrations. Halophilic Aspergillus sydowii is a model organism for the study of 

molecular adaptations of filamentous fungi to hyperosmolarity. This is the most 

comprehensive study that investigates the micromorphology and the adaptative cellula r 

response of different non-enzymatic and enzymatic oxidative stress biomarkers in halophilic 

filamentous fungi. Here we studied the morphology, osmolyte synthesis, and oxidative stress 

defenses of the halophile A. sydowii EXF-12860 at 1.0 M and 5.13 M NaCl. 

Also, for the first time a multiomics approach (i.e., transcriptomics and metabolomics) was 

used to compare A. sydowii at saturated concentration (5.13M NaCl) to optimal salinity (1M 

NaCl). Analyses revealed 1,842 genes differentially expressed, of which 704 were 

overexpressed. No modifications of membrane fatty acid composition occurred. Upregulated 

genes were involved in high-osmolarity glycerol signal transduction pathways, biosynthes is 

of β-1,3-glucans, and transmembrane ion transporters. Downregulated genes were related to 

the synthesis of chitin, mannose, cell wall proteins, starvation response, pheromone 

synthesis, and cell cycle regulation. Non-coding RNAs represented the 20% of the total 

transcripts with 7% classified as long non-coding RNAs (lncRNAs). The 42% and 69% of 

the total lncRNAs and RNAs encoding transcription factors, respectively, were differentia lly 

expressed. Metabolomic analyses revealed more complex and unknown metabolites at 

saturated NaCl concentration than at optimal salinity. Free amino acids significantly 

decreased and amino acid metabolism was reprogrammed at 5.13M NaCl. This study is the 

first attempt to unravel the molecular ecology of an ascomycetous fungus at extreme water 

deprivation by NaCl (5.13 M). This work also represents a pioneer study to investigate the 

importance of lncRNAs and transcriptional factors in the transcriptomic response to high 

NaCl stress in halophilic fungi.  
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1.  Introducción 

El agua es esencial para la vida, por lo que sólo puede existir vida dentro de un estrecho 

rango de disponibilidad de agua en condiciones ambientales concretas. Esta disponibilidad 

de agua en el ambiente o en una sustancia es expresada como actividad del agua (aw). La 

actividad de agua es el contenido efectivo de agua expresado como su fracción molar, por 

lo que el agua pura tiene aw = 1, y todas las demás soluciones tienen aw < 1 (Zajc et al., 

2014a). La actividad de agua (aw) también es un parámetro termodinámico que mide el grado 

de hidratación de una mezcla. Este parámetro fue introducido por primera vez en 1953 y se 

definió como la disponibilidad de agua en una solución determinada (Scott, 1953). Su 

significado biológico es de extremo interés ya que la aw constituye el principal factor de 

control del crecimiento microbiano. La disminución de la (aw) se convierte en un factor 

limitante para la vida a valores ≤ 0.85 (Grant et al., 2004). Bajos valores de aw son 

encontrados fundamentalmente en dos tipos de ambientes: alimentos deshidratados o con 

altas concentraciones de azúcar y ambientes hipersalinos. A pesar de los retos que impone 

para la vida la baja disponibilidad de agua, muchos microorganismos procariontes, 

levaduras y algunos hongos filamentosos son capaces de vivir en estas condiciones (Gunde-

Cimerman et al., 2009). 

Los organismos que toleran condiciones de baja aw se denominan xerotolerantes, mientras 

que aquellos que requieren estrictamente condiciones de baja aw para su crecimiento óptimo 

se denominan xerófilos. En particular, los microorganismos que crecen en ecosistemas 

hipersalinos desarrollan mecanismos de adaptación a altos niveles de iones y se denominan 

halófilos o halotolerantes en lugar de xerófilos/xerotolerantes (Gunde-Cimerman et al., 

2009). Los grupos microbianos xerófilos y halófilos estudiados están dominados por 

Archeas y Eubacterias, con muy pocos ejemplos de microorganismos eucariontes (Kushner, 

1978; Grant et al., 2004). Dentro de estos últimos, sobresalen los hongos como modelos 

para el estudio de los mecanismos de adaptación a condiciones de baja aw. Particularmente, 

varias levaduras y hongos basidiomicetos han sido identificados en lagos hipersalinos y 

otros ecosistemas de baja aw  (Gunde-Cimerman et al., 2000, 2009). En condiciones de 

aw inferiores a 0.90 la velocidad de crecimiento y la cantidad de masa celular disminuyen y 

la fase de latencia aumenta (Scott, 1957). Incluso a actividades de agua suficientemente 

bajas, la fase de latencia puede durar años y el crecimiento cesa completamente (Scott, 
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1957). Cuando la condición de baja aw es impuesta por hipersalinidad los microorganismos 

se enfrentan (i) a una brusca pérdida de agua del citoplasma por desbalance osmótico, (ii) a 

toxicidad por acumulación de iones, (iii) a inactivación de enzimas, (iv) a alteración del 

metabolismo y (iv) a la producción generalizada de especies reactivas de oxígeno (Hohmann 

et al., 2007; Ding et al., 2019). 

Para contender con las consecuencias fisiológicas del estrés generado, tanto por la pérdida 

de agua, como por la toxicidad del NaCl, los microorganismos han desarrollado varias 

estrategias adaptativas. Entre las principales osmoadaptaciones se encuentran cambios 

morfológicos, equilibrio iónico y acumulación de solutos compatibles. El estudio de estas 

adaptaciones se ha enfocado principalmente en los mecanismos moleculares que explican 

los cambios morfológicos, en los mecanismos de homeostasis para lograr el equilibrio iónico 

y en la síntesis y acumulación de solutos compatibles en respuestas a condiciones de baja 

aw (Zajc et al., 2013). 

Los hongos ascomicetos filamentosos, en particular del género Aspergillus, son modelos 

atractivos para el estudio de los mecanismos de tolerancia a baja aw dado que son capaces de 

crecer en el rango de 0.75-0.80 valores que están entre los más bajos que permiten el 

desarrollo de la vida. Además presentan una gran diversidad metabólica que les permite 

crecer en diferentes sustratos (Grant et al., 2004). Por ejemplo, varias especies de Aspergillus 

caracterizadas como xerófilas/halófilas son eficientes en la degradación de biomasa, la 

degradación de compuestos orgánicos recalcitrantes y la producción de compuestos de valor 

añadido que las hacen potencialmente atractivas para la industria (González-Abradelo et al., 

2019; Peidro‐Guzmán et al., 2021). Los mecanismos moleculares que describen las 

adaptaciones morfológicas y la biosíntesis de solutos compatibles, así como la respuesta a la 

producción de especies reactivas del oxígeno generadas durante el estrés osmótico aun 

necesitan ser estudiadas con mayor profundidad. Tampoco existe ningún estudio 

transcriptómico, metabolómico y con caracterización de perfiles aminoacídicos y de ácidos 

grasos de un hongo halófilo en concentraciones saturantes de NaCl.  Por estas razones, en 

este proyecto proponemos describir los mecanismos moleculares relacionados con 

adaptaciones fisiológicas y morfológicas que se producen en Aspergillus sydowii bajo estrés 

por NaCl en solución saturada (5.13M) a una actividad de agua de (≈0.75), de las mas bajas 

reportadas que sopr tan la vida.  
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2.  Antecedentes 

2.1. Microorganismos halófilos   

La vida existe en toda la gama de concentraciones de sal que se encuentran en los hábitats 

naturales: desde los entornos de agua dulce hasta los lagos hipersalinos como el Mar Muerto, 

los estanques de cristalización de las salinas y otros lugares saturados de cloruro de sodio 

(Oren, 2002). Los ambientes hipersalinos son aquellos cuyo contenido de NaCl es superior 

al encontrado en agua de mar (≈ 0.5 M NaCl) (Ventosa, 2006). Estos ambientes al igual que 

todos aquellos ambientes donde se encuentra muy baja diversidad de especies y ausencia de 

varios grupos taxonómicos, son considerados extremos para la vida (Brock, 1979). Por tanto, 

todos los organimos que logran crecer y reproducirse óptimamente en estos ambientes se 

denominan extremófilos. Mientras que aquellos que logran sobrevivir a determinadas 

condiciones con ciertas limitaciones, ya sea en el crecimiento o en su reproducción se 

consideran extremotolerantes (Gunde-Cimerman et al., 2003). Muchos de los organismos 

que crecen en estos ambientes son considerados poliextremófilos ya que además de soportar 

condiciones extremas por baja actividad de agua, deben contender con los efectos de la 

toxicidad por iones, altos valores de pH (alcalinos), altas temperaturas e incidencia de 

radiación ultravioleta (Oren, 2002). Sin embargo en estos ambientes podemos encontrar una 

gran diversidad microbiana, tanto a nivel filogenético (se encuentran en los tres dominios de 

la vida) como a nivel fisiológico (poseen la mayoría de los modos de generación de energía 

reportados para no-halófilos) (Oren, 2002).  

Los microorganismos halófilos más estudiados son Archeas y Eubacterias (Kushner, 1978; 

Grant et al., 2004) seguidas por levaduras y basidiomicetos (Gunde-Cimerman et al., 2000, 

2009). Sin embargo, el número de hongos filamentosos aislados de estos ambientes aun es 

limitado. Dentro del orden Wallemiales (basidiomicetos) se han caracterizado especies 

predominantemente xerófilas/halófilas o xerotolerantes como  Wallemia ichthyophaga, 

Wallemia muriae y Wallemia sebi (Jančič et al., 2016), mientras que del género Aspergillus 

(ascomicetos) han sido aisladas y clasificadas como halófilas/halotolerantes varias especies 

entre las que destacan A. sydowii, A. versicolor, A. atacamensis, A, sclerotiales, A, 

salisburgensis y A.ruber (Kis-Papo et al., 2014; Martinelli et al., 2017; Tafer et al., 2019). 
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 2.2. Mecanismos de halofilia 

La adición de NaCl al agua provoca cambios en las características fisicoquímicas del agua 

como: punto de congelación, punto de ebullición y presión osmótica. Esto conlleva a una 

disminución del potencial químico de la misma. En un organismo no adaptado a la 

hipersalinidad, el agua citoplasmática tiene un potencial químico mayor que el agua del 

entorno. Esta diferencia en el potencial químico del agua provoca contracción (pérdida de 

turgencia) celular debido a la pérdida de agua libre a través de la membrana permeable  

(Gunde-Cimerman et al., 2009). En consecuencia el crecimiento celular se detiene y la 

difusión de las proteínas y los metabolitos se reducen (Kunte et al., 2002). Así mismo 

elevadas concentraciones iónicas extracelulares facilitan la entrada de iones a la célula con 

el consecuente efecto tóxico si no existen mecanismos moleculares que garanticen la 

homeostasis celular (Ariño et al., 2010). Para sobrevivir en  condiciones de hipersalinidad 

los microorganismos halófilos presentan dos estrategias. La primera, conocida como “salt-

in” la que fue descrita por primera vez en las Halobacterias, consiste en la acumulación de 

K+ y Cl- intracelular como mecanismo para mantener el equilibrio osmótico. Esto implica 

una adaptación de la química proteica a medios con una alta fuerza iónica (DasSarma and 

DasSarma, 2015). La segunda estrategia conocida como “salt-out” es utilizada por 

Eubacterias y eucariontes halófilos y consiste en la acumulación de solutos osmóticamente 

activos en el interior de la célula para evitar la pérdida de agua, además de la expulsión activa 

de cationes metálicos para evitar su toxicidad. En consecuencia el potencial químico del agua 

de la célula se reduce principalmente por la acumulación de solutos orgánicos no cargados y 

altamente solubles en agua (Kunte et al., 2002).  

Los hongos tienen algunas características comunes de osmotolerancia, por ejemplo, todos 

emplean la estrategia de los solutos compatibles. Esto consiste en equilibrar la presión 

osmótica del entorno, permitiendo un contrabalance electroquímico ante la alta osmolaridad 

extracelular, mediante la acumulación de pequeñas moléculas orgánicas (solutos 

compatibles), normalmente glicerol, y mantener bajas concentraciones intracelulares de sal 

(como los iones tóxicos Na+) (Gostinčar et al., 2011). 

La mayoría de los hongos descritos acumulan glicerol como soluto mayoritario, pero también 

pueden acumular otros tipos de solutos compatibles (Plemenitaš et al., 2008). De acuerdo a 

su naturaleza, los solutos compatibles se dividen en: polialcoholes (glicerol, manitol, sorbitol, 
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entre otros), α y β-aminoácidos y sus derivados (betaína, ectoína, hidroxiectoína, L-α-

glutamato, β–glutamina, entre otros) y, por último, azúcares y sus derivados (sacarosa, 

trehalosa, etc). En bacterias se ha reportado la presencia de solutos compatibles como glicina, 

betaína y glutamato, mientras que en hongos se ha descrito la acumulación de solutos como 

trehalosa, y polioles como manitol, glicerol, arabitol y sorbitol (Zajc et al., 2014b). 

Sin embargo, al igual que ocurre con las adaptaciones morfológicas, el estudio de los 

mecanismos de homeostasis relacionados con la síntesis y acumulación de solutos 

compatibles en los hongos ascomicetos es limitado. Algunos estudios reportan que el glicero l 

es el soluto compatible que se encuentra frecuentemente en distintos microorganismos. Por 

ejemplo, en estudios realizados en Aspergillus niger se observó que en micelio “joven” (48-

72 horas) se acumula mayoritariamente glicerol, seguido de eritritol, mientras que en micelio 

“viejo” (120 horas) se encuentran preferencialmente manitol y eritritol (Sereno et al., 2001; 

Marcolli and Peter, 2005). Algunos autores han propuesto que la acumulación de solutos 

compatibles es una de las adaptaciones de mayor importancia fisiológica en hongos halófilos. 

Se ha reportado que la levadura Hortaea werneckii y Wallemia ichthyophaga, contienen 

mezclas de polioles (glicerol, arabitol y manitol) (Zajc et al., 2014b), mientras que en 

Aspergillus niger y Aspergillus nidulans se ha descrito la acumulación de trehalosa y manito l 

en las conidiosporas (Sereno et al., 2001; Conesa et al., 2016). Sin embargo, el glicerol puede 

relacionarse no sólo a la presión osmótica, producida por concentraciones elevadas de NaCl, 

sino también con concentraciones elevadas de otros solutos, entre ellos la glucosa (Kogej et 

al., 2007a ; Sims et al., 2014). A pesar de estas evidencias el conocimiento acerca de la 

acumulación de solutos compatibles y las estrategias de haloadaptación se encuentra limitado 

tanto a nivel molecular como fisiológico (Butinar et al., 2011). 

Además, se ha observado un aumento del transporte activo de solutos y/o iones a través de 

la membrana para contrarrestar el efecto nocivo que puede tener la acumulación de los 

mismos sobre el funcionamiento de las proteínas intracelulares (Gunde-Cimerman et al., 

2018). Los transportadores de cationes alcalinos-metálicos son de gran importancia para la 

osmoadaptación a ambientes extremadamente salinos. De hecho, la ATPasa exportadora de 

Na+ (EnaA) es el principal determinante de la tolerancia a la sal en las levaduras (Ariño et 

al., 2010). Sin embargo, se necesitan más estudios para describir estos mecanismos en hongos 

filamentosos ascomicetos. A los anteriores, conocidos como mecanismos activos, para 
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contender con altas concentraciones de sales en el medio, podemos añadir mecanismos 

pasivos. Entre estos se encuentra la agrupación de las células en grupos celulares compactos, 

cubriendo a las células con una gran cantidad de polisacáridos extracelulares o aumentando 

el grosor (Kunčič et al., 2010), y la pigmentación por melanización (Kogej et al., 2006) de 

la pared celular. Otras adaptaciones morfológicas incluyen cambios en la  composición de la 

pared celular, y el incremento en número y/o tamaño de las vesículas intracelulares, 

posiblemente asociadas a la acumulación de estos solutos (Zajc et al., 2013). 

De igual manera existe un conocimiento limitado sobre la respuesta de ascomicetos 

filamentosos ante la alta producción de especies reactivas del oxígeno (ROS) en la célula en 

un ambiente hiperosmótico. En relación al balance oxidativo, el estudio más abarcador sobre 

genes de respuesta al estrés oxidativo en hongos halófilos es Gostinčar y Gunde-Cimerman 

2018. Los autores evaluaron la expresión de 10 genes que codifican para enzimas o 

metabolitos involucrados en la defensa celular contra los ROS, en W. ichthyophaga, H. 

werneckii y A. pullulans (Gostinčar and Gunde-Cimerman, 2018). Sin embargo, no se 

alcanzó a medir directamente la producción de estos metabolitos. 

Los hongos del género Aspergillus están entre los más ricos en secuencias de genomas 

disponibles con aproximadamente 324 ensambles y 98 genomas representativos, superado en 

ensambles con 1098 por la levadura modelo Saccharomyces que hasta el momento cuenta 

con apenas 19 genomas. Todos los genomas de Aspergillus secuenciados hasta ahora tienen 

ocho cromosomas, que varían en tamaño entre 28-40 Mb (Dujon, 2010). Una pregunta que 

ha suscitado considerable interés es por qué los genomas de especies como A. oryzae y A. 

flavus son ~ 20% más grandes y sustancialmente más ricos en genes que los de A. nidulans 

y A. fumigatus. Algunas de las posibles explicaciones para esto son: la duplicación del 

genoma, la duplicación segmentaria y la transferencia horizontal masiva de genes (HGT, por 

sus siglas en inglés). Resulta esta última la explicación la más acertada hasta ahora, ya que 

varios estudios han proporcionado ejemplos que muestran la presencia de HGT en el genoma 

de Aspergillus, tanto en el linaje del donante (Andersen et al., 2011; Slot and Rokas, 2011) 

como en el linaje receptor (Khaldi and Wolfe, 2008; Mallet et al., 2010; Andersen et al., 

2011). 

En el caso de Aspergillus halotolerantes se han identificado A. versicolor, A. destruens, A. 

atacamensis, A. montevidensis y A. sclerotialis. Mientras que A. baarnensis, A. salinarium, 
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A. ruber y A. salisburgensis son hasta el momento las únicas especies dentro del género 

clasificadas con halófilas (Martinelli et al., 2017; Tafer et al., 2019). Actualmente están 

secuenciados los transcriptomas de Aspergillus ruber, A. sydowii, A. montevidensis, A. 

sclerotialis y A. salisburgensis  (Ding et al., 2019; Tafer et al., 2019; Pérez-Llano et al., 

2020) pero en ninguno de estos casos la extracción de RNA se realizó en la condición de 

solución saturada por NaCl. Particularmente, los hongos de este género son de interés por su 

uso en la producción a gran escala de ácidos y enzimas para la industria química (González-

Abradelo et al., 2019). También se ha demostrado el potencial de dos miembros de este 

género, Aspergillus sydowii y Aspergillus destruens, en la biorremediación de aguas 

residuales (González-Abradelo et al., 2019; Peidro-Guzmán et al., 2021). Sin embargo, 

existen pocos estudios enfocados en la caracterización transcripcional de los mecanismos 

moleculares de los hongos ascomicetos filamentosos en condiciones de halofilia. Por tales 

motivos en este estudio nos enfocaremos en las estrategias de haloadaptación de A. sydowii 

(ascomiceto filamentoso), importante patógeno de arrecifes de coral y con reservorios 

potenciales en ambientes hipersalinos. Esta especie fue descrita por (Batista-García et al., 

2014), creciendo sobre paja de trigo y se conocen aspectos de la respuesta transcripcional de 

A. sydowii a 0.5 M y 2.0 M de NaCl (Pérez-Llano et al., 2020).  

 

 2.3. Vía de HOG 

La vía de alta osmolaridad de glicerol, conocida como HOG (High Osmolarity Glycerol) es 

la principal vía de señalización en levaduras y hongos filamentosos responsable por las 

respuestas a estrés celular y estrés osmótico causado por elevada salinidad (de Nadal et al., 

2002; Saito and Posas, 2012; Hohmann, 2015). Esta vía consiste en una cascada de 

señalización de MAPKKKs que se activa mediante fosforilación a la MAPK Hog1. La vía 

está constituida por dos ramas funcionalmente redundantes, pero estructuralmente distintas, 

una que involucra a la proteína SHO1 y la otra a SLN1, y ambas convergen en la MAPK 

Pbs2 que finalmente activa a HOG, el cual provoca la fosforilación de factores de 

transcripción diana (de Nadal et al., 2002; O’Rourke and Herskowitz, 2004; Saito and Posas, 

2012). La activación de la vía de HOG por estrés osmótico induce la acumulación de glicero l, 

mediante síntesis e importación del medio extraclular, como principal soluto compatible para 

contender con el estrés hipersalino. En W. ichthyophaga, H. werneckii y algunas especies del 
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género Aspergillus el glicerol se reporta como el principal soluto compatible utilizado. Sin 

embargo, otros polioles como arabitol, eritritol y manitol, también han sido detectados en 

menor concentración (Gunde-Cimerman and Zalar, 2014; Plemenitaš et al., 2014). La 

activación de la vía de HOG por estrés osmótico no solo induce la acumulación de glicero l 

como principal soluto compatible para contender con el estrés hipersalino, sino de otros 

osmolitos. Además, induce la detención del ciclo celular, la reorganización del citoesquele to 

de actina, así como cambios en la dinámica de la pared celular (Pérez-Llano et al., 2020).  

 

2.4. Toxicidad del NaCl, vida en ambientes cosmotrópicos y caotrópicos    

Las sales presentes en el medio no sólo disminuyen el agua biológicamente disponible y 

causan toxicidad debido a la penetración de ciertos cationes en la célula, sino que también 

modifican las interacciones estructurales de las macromoléculas celulares. Esto ocurre 

porque cuando los electrolitos se disuelven en agua, se disocian en iones hidratados. Esto 

implica que las moléculas de agua se reacomodan en capas de hidratación alrededor de los 

iones más pequeños debido al gran campo eléctrico que rodea a estos, reduciendo la cantidad 

de agua disponible para hidratar a las macromoléculas.  Por lo tanto la adición de sales a un 

medio o solución afecta a la solubilidad de las proteínas y a muchas otras propiedades 

fisicoquímicas de una solución proteica (Marcus, 2009). Hofmeister determinó que la 

capacidad de diferentes sales para estabilizar o desestabilizar las proteínas en el agua depende 

del tipo de sal y de la concentración de la misma. La serie de iones de Hofmeister (K+ > Na+ 

> Mg2+> Ca2+; SO2-4 > HPO2-4 > Cl- > NO-3 > Br- > ClO-3 > I - > ClO-4 ) describe el orden 

de la capacidad de los iones para salt-out o salt-in las proteínas (Hofmeister, 1888; Kunz et 

al., 2004). La fuerza de la interacción molecular ion-agua y agua-agua es consecuencia de la 

densidad de carga y del enlace de hidrógeno, respectivamente. Este fenómeno se basa en las 

interacciones directas entre los iones y las macromoléculas y en las interacciones entre los 

iones y las moléculas de agua en la primera capa de hidratación de la macromolécula (Zhang 

and Cremer, 2006).     

En la serie de Hofmeister o serie liotrópica, tanto los aniones como los cationes pueden 

clasificarse en cosmótropos/lipótropos y caótropos/hidrótropos, respectivamente, según sus 

propiedades de aumentar o debilitar la red de enlaces de hidrógeno de las moléculas de agua  

(Zhang and Cremer, 2006). La serie incluye dos grupos diferentes: iones fuertemente 

hidratados e iones débilmente hidratados. Los aniones a la izquierda del Cl- están bien 
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hidratados, se clasifican como iones cosmótropos (creadores de la estructura del agua), y 

tienden a estabilizar la estructura del pliegue nativo de las proteínas, lo que conduce a un 

comportamiento de “salting-out”.Utilizando el método de simulación dinámica molecula r 

Kang y colabordores sugieren que en el “salting-out” la estructura del agua que rodea a los 

aniones disminuye, lo que puede transformarse en la pérdida efectiva de enlaces de hidrógeno 

en la capa externa de solvatación alrededor de los iones (ΔHB) (Kang et al. 2020). Esto a su 

vez da lugar a la reorganización de las moléculas  restantes en una estructura de hidratación 

de orden superior. De esta manera aumenta la tensión superficial por lo que es más difícil la 

formación de cavidades (Gallo et al., 2011) y disminuye la desnaturalización de proteinas.  

Mientras tanto, los aniones a la derecha del Cl- esta mal hidratados, se denominan  caótropos 

(rompedores de la estructura del agua), y tienden a facilitar la desnaturalización y el 

desdoblamiento de las proteínas, debilitando las interacciones electrostáticas y 

desestabilizando las macromoléculas biológicas, lo que conduce a un comportamiento de 

“salting- in”. Estos interactúan débilmente con las moléculas de agua cercanas, disminuyen 

la tensión superficial facilitando la formación de cavidades (Zhang and Cremer, 2006) y 

hacen que el agua circundante sea  desordenada (Salis and Ninham, 2014; Kang et al., 2020).  

El Cl- es el límite entre los dos tipos de iones, que no tiene un efecto obvio en la estabilidad 

de las proteínas. 

Desde el punto de vista termoquimico los iones se clasifican en  “formadores” (salting-out) 

o “rompedores” (salting- in) de estructuras atendiendo a valores de entropía.  Utilizanto la 

entropia (ΔS) como función termoquímica de referencia y estableciendo que la entropía de 

la estructura del agua de la hidratación de los iones es (ΔSstruc). Cuando el valor de ΔSstruc > 

60 (J·K −1 ·mol −1 ),  los anions son clasificados como caotropicos (rompedores de 

estructuras), y cuando el valor de (ΔSstruc) <60 J·K −1 ·mol −1 los aniones son considerados 

cosmotropicos (formadores de estructuras) (Marcus, 1994). En el caso del Cl como su valor 

esta muy proximo a 60 se definio como la frontera entre ambos grupos de aniones. Otra 

propiedad utilizada para clasificar la caotropicidad de los iones es basados en la perdida 

efectiva de uniones de hidrogeno en la capa de solvatación alrededor de los iones (ΔHB). 

Cuando los anions presentan una ΔHB menor que −1 son caotropicos, y cuando este valor es 

ΔHB < −2 los aniones son  superchaotropic (Assaf and Nau, 2018). 

Las altas concentraciones de sodio generan una doble toxicidad a la celula: estrés iónico y 
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estrés hiperosmótico. Un factor que contribuye a la toxicidad iónica es la capacidad del sodio 

para desplazar al potasio o, en algunos casos, al magnesio en los sitios activos de algunas 

enzimas.  

El potasio es un catión monovalente clave necesario para múltiples aspectos del crecimiento 

y la supervivencia celular, por ejemplo para la compensación de las cargas negativas de las 

macromoléculas para mantener la electroneutralidad, la turgencia y el volumen celular, la 

actividad enzimática, la síntesis de proteínas y el mantenimiento del potencial de membrana. 

En la mayoría de las células, el potasio se acumula contra su gradiente de concentración a 

cantidades relativamente altas, mientras que la acumulación de sodio se evita activamente  

(Yenush, 2016). Las levaduras por ejemplo evitan la toxicidad del sodio,  manteniendo  una 

alta relación K+/Na+ en el citoplasma por mecanismos activos, ya sea por la extrusión del 

sodio o la limitación de su entrada, la captación eficiente y selectiva de potasio y el secuestro 

vacuolar del sodio. En la mayoría de estos procesos de transporte, la fuerza motriz de 

protones es creada por las H+-ATPasas.   

Los efectos del "Salting- in" pueden ser a veces dramáticos: por ejemplo, un aumento de 50 

mM en la concentración de KCl produce un aumento de 20 veces en la solubilidad de la T7 

RNA polimerasa seguido de una disminución de la solubilidad que es casi igual de abrupta 

(Schein, 1990; Collins, 2004). Las altas concentraciones de NaCl (>1M) inhiben la mayoría 

de las enzimas, debido a la perturbación del equilibrio hidrofóbico-electrostático entre las 

fuerzas que mantienen la estructura proteica (Wyn Jones and Gorham, 1983). Además, las 

funciones de membrana también se ven afectadas por altas concentraciones de sal, 

probablemente debido a cambios estructurales en las proteínas y lípidos. El sodio es capaz 

de interferir con diferentes sitios de unión a potasio en proteínas y RNA, mientras que el 

cloruro interfiere con los sitios aniónicos involucrados en la unión al RNA. La 

fosfoenolpiruvato carboxilasa, la glutatión reductasa y la ribulosa bisfosfato carboxilasa son 

enzimas con sustratos aniónicos especialmente sensibles a la inhibición por cloruro (0.1-0.2 

M) (Serrano, 1996). La inhibición por sodio puede esperarse en el caso de enzimas activadas 

por potasio como la piruvato quinasa, la fosfofructoquinasa y la DPG-almidón sintetasa (Wyn 

Jones and Gorham, 1983), sin embargo, no hay información sobre la sensibilidad a la sal de 

estas enzimas.  

La diferencia entre el efecto cosmotrópico del NaCl y el efecto caotrópico del  MgCl2 y CaCl2 
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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 (Ma et al., 

2010). 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 (Hallsworth et al., 2003). 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 en bacterias de la 

familia Desulfohalobiaceae, sin adición de NaCl (1.26 M) (Hallsworth et al., 2007)(Zajc et 

al., 2014a). 

Conocer el conjunto de genes que se expresan o transcriben a partir del DNA genómico, es 

determinante para entender las adaptaciones de un organismo a nivel molecular. La 

transcripción del DNA genómico para producir ARNm es el primer paso en el proceso de 

síntesis de proteínas, y las diferencias en la expresión de los genes son responsables de las 

diferencias morfológicas y fenotípicas, así como indicativas de las respuestas celulares a los 

estímulos y perturbaciones ambientales(Lockhart and Winzeler, 2000). A diferencia del 

genoma, el transcriptoma es altamente dinámico y cambia rápida y dramáticamente en 

respuesta a perturbaciones o incluso durante eventos celulares normales como la replicación 

del DNA y la división celular (Cho et al., 1998). Comprender los cambios en los patrones de 

expresión de varios genes frente a diferentes condiciones nos proporciona informac ión 

valiosa para describir y entender mecanismos de regulación, las funciones celulares y vías 

bioquímicas como posibles adaptaciones a la hipersalinidad. 

 

2.5. Transcriptómica  

La transcripción es el paso clave en la regulación de la expresión génica y es un proceso 

intrínsecamente dinámico (Hager et al., 2009) que tiene lugar en el núcleo. Este proceso 

consiste en la síntesis de una cadena de ARN complementaria y antiparalela a la secuencia 

de nucleótidos de una de las cadenas de DNA denominada cadena molde. Por tanto la cadena 

de ARN tendrá la secuencia de nucleótidos idéntica a la cadena codificadora del DNA, con 

la premisa de que la timina se sustituye por uracilo en el ARN. 

Las células eucariotas contienen tres polimerasas nucleares distintas que transcriben 
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diferentes clases de genes. Los genes que codifican proteínas son transcritos por la ARN 

polimerasa II la cual sintetiza las moléculas de ARNhn, el precursor del ARNm y algunos 

ARNsn; los ARN ribosómicos (ARNr) y los ARN de transferencia (ARNt) son transcritos 

por las ARN polimerasas I y III. La ARN polimerasa I sintetiza un único tránscrito, el ARNr 

45S, precursor de los ARNr 28S, 18S y 5.8S. Mienras que la ARN pol III es la encargada de 

la síntesis de los ARNt, el ARNr 5S y otros pequeños ARN (small nuclear, ARNsn). Cada 

una reconoce promotores y factores de transcripción con características específicas. 

La reacción de transcripción se divide en tres etapas: iniciación, elongación y terminación.  

La ARN polimeraza sintetiza una cadena de ARN en dirección 5’ → 3’ y actúa de manera 

continua durante  toda la unidad de transcripción: primero sobre el sitio de inicio indicado en 

el promotor basal, continúa en la secuencia codificadora y finaliza en una secuencia de 

terminación. En el sitio de inicio de la transcripción, la molécula de DNA se separa de forma 

transitoria en dos cadenas sencillas y una se utiliza como molde para la síntesis de ARN, 

formando una burbuja (burbuja de transcripción). Conforme la ARN polimeraza avanza y 

copia el DNA, el DNA ya copiado se vuelve a unir a su cadena complementaria y forma 

nuevamente la doble hélice, liberando el ARN como una cadena sencilla de nucleótidos. La 

transcripción suele iniciarse en una posición definida, el sitio de inicio de la transcripc ión 

(TSS), en el extremo 5ʹ de un gen, referido como el inicio del gen (Haberle and Stark, 2018).  

El TSS se encuentra dentro de un promotor central, que es una secuencia corta que abarca 

~50 pb rio arriba y ~50 pb rio abajo del TSS. El promotor central sirve como plataforma de 

unión para la maquinaria de transcripción, que comprende a la Pol II y a los factores de 

transcripción generales asociados (GTFs) (Hampsey, 1998). Los promotores centrales son 

suficientes para dirigir la iniciación de la transcripción  pero generalmente la transcripc ión 

suele ser débil en ausencia de regiones de DNA reguladoras más alejadas del TSS; estas 

regiones se denominan potenciadores o módulos cis-reguladores (CRM). 

El inicio de la transcripción puede ser suprimida por la cromatina o activada por otros 

elementos reguladores (Spitz and Furlong, 2012).  

Por tanto la expresión génica se regula mediante la acción integrada de muchos elementos 

cis-reguladores, incluidos los promotores centrales y elementos proximales del promotor 

(recientemente revisado en REF. 3), así como varios módulos cis-reguladores que se 

localizan a mayor distancia de los sitios de inicio de la transcripción (TSS), como los 
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potenciadores4,5 silenciadores6-8, aislantes9  y elementos de sujeción10,11. Por ejemplo, 

los potenciadores se unen a las proteínas reguladoras conocidas como factores de 

transcripción y reclutan cofactores transcripcionales que pueden aumentar la transcripción de 

un promotor central independientemente de su distancia relativa y la orientación (Spitz and 

Furlong, 2012). 

Otro elemento regulador de la transcripción es la cromatina, la cual puede suprimir la 

transcripción. Esta se muestra como un "guardián" de la unión del factor de transcripción TF) 

y de la actividad potenciadora. Los nucleosomas densamente posicionados pueden restringir 

el acceso de los factores de transcripción, tanto activadores como represores, el factor de 

unión al CCCTC (CTCF), la ARN polimerasa II (Pol II) y otras proteínas. 

La regulación de la transcripción es fundamental tanto para la expresión de genes específicos 

de un tejido como para los genes de respuesta a estímulos específicos  (Latchman and 

Higgins, 1995). Si bien la expresión genética puede regularse también después de la 

transcripción, en la mayor parte de los casos los genes se regulan a este nivel.  

La elongación productiva (Kwak and Lis, 2013) de la transcripción se caracteriza por 

periodos de movimiento unidireccional de la RNAPII a lo largo de la cadena molde de DNA, 

añadiendo un nucleótido cada vez a la transcripción de ARN en crecimiento. El complejo de 

elongación de la polimerasa puede retrasarse transitoriamente, dando lugar a un complejo 

"en pausa". Estas pausas durante la elongación se asocian mayormente con el retroceso de la 

enzima, un proceso por el que la RNAPII invierte su dirección normal de movimiento y se 

desplaza hacia arriba en el molde (Galburt et al., 2007). La entrada en estados de retroceso 

parece conferir un alto grado de sensibilidad a las moléculas de RNAPII en elongación que 

probablemente gobierna su respuesta a los obstáculos físicos encontrados in vivo, incluyendo 

nucleosomas y otras proteínas de unión al DNA (Kireeva et al., 2005; Galburt et al., 2007), 

señales en la secuencia del molde subyacente y múltiples moléculas de RNAPII que 

transcriben el mismo gen simultáneamente. Durante la elongación del transcrito también hay 

regulación de su velocidad a través de modificaciones de las histonas (Guenther et al., 2007), 

las cuales parecen interactuar con la polimerasa. 

 Cuando se añade el ultimo nucleótido a la burbuja de transcripción esta se colapsa al 

desaparecer el híbrido DNA-ARN, y se libera la ARN pol II. Es importante mencionar que 

existe una superposición de eventos, de tal manera que los procesos de elongación, 
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terminación y maduración del ARNhn son simultáneos, por lo que cuando termina la 

transcripción ya existe un ARNm maduro y listo para transportarse al citoplasma. El 

tránscrito primario, o ARNhn, tiene que procesarse  de diversas formas para su maduración 

antes de exportarse del núcleo y participar en el proceso de traducción. El proceso de 

maduración incluye la adición de un capuchón de guanina modificada en el extremo 5’, la 

poliadenilación del extremo 3’, el corte y empalme, además del proceso de edición que 

sucede sólo en algunos genes. El proceso de corte y empalme (splicing) consiste en la 

remoción de los intrones (las secuencias intragénicas no codificadoras de la región 

codificadora) y el empalme de los exones (bloques de secuencias codificadoras para formar 

el ARNm maduro). Los exones y los intrones pueden empalmarse en más de una forma y 

generar diversidad en los transcritos del ARNm por corte y empalme alternativo. 

Eventos celulares tales como la replicación, la diferenciación, la división celular así como  

caracteres morfológicos, funcionales y de respuesta ante estímulos de los organismos son 

producto de la expresión diferencial de genes. Los activadores o represores dictaminan la 

tasa de síntesis de   mRNA que debe producir la maquinaria basal de transcripción ante cada 

estímulo. Así, cuando se requiera dar respuesta a una condición determinada en la cual un 

gen tiene una participación importante, se producirán más moléculas de este transcrito 

(Latchman and Higgins, 1995). Siempre salvando que no existe correlación directa entre 

numero de transcritos y proteina efectiva debido a que pueden ocurrir diversos procesos de 

edición postrancripcional del ARNm. En algunos de estos casos se genera el cambio de un 

aminoácido importante por otro o codones de paro de la traducción y la generación de una 

proteína truncada. 

La determinación de dónde, cuándo y bajo qué condición es generado un transcrito es 

fundamental para el entendimiento de la función biológica de un gen. En contraste con el 

genoma estático, el transcriptoma refleja la expresión diferencial de los genes en respuesta a 

las condiciones de desarrollo o ambientales, estableciendo un vínculo dinámico entre el 

genoma de un organismo y sus características físicas (Hager et al., 2009). 

Los transcriptomas son el conjunto completo de secuencias genómicas transcritas en un 

momento dado por un organismo, órgano, tejido o célula (Nagalakshmi et al., 2010; 

Meijueiro et al., 2014). En células de mamíferos sólo una pequeña fracción (2-7%) del RNA 

celular se corresponde con RNA mensajero o mRNA, mientras que más del 95% de los RNA 



22 

 

totales transcritos en una célula corresponden a los RNA ribosómicos (rRNA 28S, 18S, 5.8S 

y 5S) y RNA de transferencia (Carter et al., 2005; Rio et al., 2010; Palazzo and Lee, 2015). 

Los RNAs se pueden dividir en dos grupos, RNAs codificantes donde se encuentra el mRNA, 

y RNAs no codificantes o ncRNA que cuentan con una amplia variedad de funciones en la 

célula (Palazzo and Lee, 2015). La longitud de los ncRNA puede variar de 21 a varios miles 

de nucleótidos (nt) y estas moléculas se dividen en i) RNA largos o grandes, como el RNA 

de transferencia, el RNA ribosómico y el RNA de transcripción específica del X (RNA 

XIST), y ii) ncRNApequeños, como los RNAs pequeños nucleares (snRNAs), los RNAs 

nucleolares pequeños (snoRNA) que guían la modificación del rRNA en un sitio específico 

(Dieci et al., 2009),  los micro RNA (microRNA) que regulan negativamente la expresión de 

los genes mediante la represión de la traducción o la degradación del mRNA blanco, los RNA 

de interferencia pequeño (siRNA) que participan en el proceso biológico de interferencia del 

RNA y otros que forman parte de diferentes ribonucleoproteínas implicadas en funciones 

celulares esenciales (Cheng et al., 2005; Mendes Soares and Valcárcel, 2006; Gavazzo et al., 

2013; Dogini et al., 2014) .   

Las tecnologías de análisis del transcriptoma han evolucionado desde la secuenciac ión 

masiva paralela de firmas MPSS (Brenner et al., 2000) y el análisis en serie de la expresión 

génica SAGE, hasta diferentes tipos de microarreglos y la aplicación generalizada de 

plataformas de secuenciación masiva de RNA (RNA-Seq). Esto ha permitido un uso más 

generalizado de estas técnicas no solo para el estudio de los mRNA sino para explorar el 

contenido de diferentes especies de ncRNA (Meijueiro et al., 2014).  

La secuenciación de RNA (RNA-Seq) consiste en la secuenciación directa de DNA 

complementario (cDNA) mediante tecnologías de secuenciación de DNA de alto 

rendimiento, seguida de la asignación de las lecturas de secuenciación al genoma. 

Proporciona una mejor comprensión de la complejidad de los transcriptomas eucariontes, ya 

que permite la identificación de los sitios de inicio de la transcripción, la identificación de 

exones e intrones, la delimitación de sus fronteras y la identificación de los extremos 5´ y 3´ 

de los genes, revelando así la ocurrencia y frecuencia de procesos de splicing alternativo y 

sus variantes (Tsuchihara et al., 2009), la cuantificación precisa de la expresión de exones, 

así como la ocurrencia y frecuencia de los procesos de empalme alternativo (Wang et al., 

2009)(Tsuchihara et al., 2009; Wang et al., 2009). Además,  la identificación de 



23 

 

polimorfismos de nucleótido único (SNPs) en las lecturas ayuda a distinguir los alelos y a 

determinar sus niveles relativos de expresión. Por último, se han desarrollado algoritmos 

bioinformáticospara buscar ncRNAs en los transcriptomas de especies poco caracterizadas 

(Morozova et al., 2009). 

Para el aislamiento del RNA eucarionte con frecuencia se emplean kits de extracción de 

mRNA, en los que se utiliza un oligo dT para capturar los mRNA que tienen colas polyA 

(Ward et al., 2012). Luego se realiza la fragmentación del RNA o del DNAc ya sea por 

nebulización o por digestión con enzimas de restricción o a través del uso de cationes 

divalentes bajo condiciones de presiones elevadas (Wang et al., 2009). Generalmente el 

fraccionamiento se realiza posteriormente a la síntesis de DNAc. Esta síntesis se realiza con 

procedimientos estándares bien establecidos para la mayoría de los organismos que hacen 

uso de la enzima transcriptasa reversa. Una vez obtenido el DNAc se ligan adaptadores de 

tal forma que cada fragmento generado contendrá un adaptador ligado en sus extremos 3 ́y 

5 ́. Alternativamente los adaptadores se pueden ligar directamente a la muestra de RNA, 

previa síntesis de DNAc(Marguerat and Bähler, 2010). Las secuencias de estos adaptadores 

se conocen y serán necesarias para que cada fragmento pueda ser secuenciado, y en algunos  

casos pueden emplearse para diferenciar otros grupos de fragmentos obtenidos a partir de 

muestras de DNAc diferentes; sin embargo, no en todos los casos se requiere la ligación de 

adaptadores, lo cual dependerá de la plataforma de secuenciación a emplear.  

 

2.6 Análisis transcriptómicos en hongos  

Generalmente el análisis de los transcriptomas permite visualizar que la mayor parte del 

genoma de un organismo se transcribe activamente. Además, una ventaja del uso de RNA-

Seq es la identificación de regiones genómicas transcritas no anotadas previamente. Bruno y 

colaboradores (Bruno et al., 2010) utilizaron la secuenciación de Illumina para estudiar el 

transcriptoma del patógeno humano Candida albicans bajo diferentes e identificaron 602 

nuevasregiones activamente transcritas (aumentando la anotación anterior en un 10%). 

Utilizando matrices de RNA-Seq, se ha demostrado que hasta el 85% del genoma de S. 

cerevisiae está transcrito (Wu et al., 2012). Otros reportes han mostrado la transcripc ión 

activa del 70% del genoma de A. fumigatus (Müller et al., 2012), el 95% de los 12 827 genes 

de Magnaporthe oryzae (Mathioni et al., 2013), el 80-95% de los 11 800 genes anotados en 
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A. nidulans (Sibthorp et al., 2013), el 80-86% de los genes de dos cepas del patógeno vegetal 

Fusarium oxysporum (Guo et al., 2014), el 74% de los 13937 genes del basidiomiceto de la 

podredumbre blanca Phanerochaete carnosa (MacDonald et al., 2011) y el 97% de los 6197 

genes anotados en el patógeno humano Candida albicans (Bruno et al., 2010). Por último, 

tras un amplio estudio del transcriptoma en 70 aislados de N. crassa silvestre, (Ellison et al., 

2014) se determinó que el 91% de los 9733 genes predichos en este hongo tenían lecturas 

mapeadas en al menos 24 de los aislados.  

El análisis transcriptómico del halófilo Aspergillus montevidensis fue relizado en medio 

sintético con 3M de NaCl y sin estrés por alta salinidad (0M NaCl). Este medio estaba 

compuesto por glucosa y KNO3 como principales fuentes de nitrógeno y carbono, 

respectivamente. En estas condiciones A. montevidensis mostró expresión diferencial de 

genes que controlaban el transporte de iones, el transporte de aminoácidos, la acumulac ión 

de azúcares solubles, la β-oxidación de ácidos grasos, la síntesis de ácidos grasos saturados, 

la transferencia de electrones y la tolerancia al estrés oxidativo. La significación de las 

diferencias de expresión génica se evaluó mediante los criterios de umbral FDR (False 

Discovery Rate) < 0,05 y log (fold change)| ≥ 1). Según estos criterios, 380 y 508 genes 

fueron significativamente regulados positivamente y negativamente, respectivamente (Ding 

et al., 2019). Sin embargo, en un análisis transcriptómico del mismo hongo cultivado en 

medio YPD  (extracto de levadura, peptona y dextrosa) con 3M de NaCl y en ausencia de sal 

(0M NaCl) se reportaron 2352 genes expresados diferencialmente (DEGs).  Entre ellos 733 

fueron regulados positivamente mientras que 1,619 fueron regulados negativamente. La 

acumulación de glicerol, el almacenamiento de azúcares compatibles, los ácidos orgánicos, 

la producción de pigmentos y la esporulación asexual se encontraron regulados positivamente 

bajo estrés salino (Liu et al., 2017). 

El hongo halófilo Aspergillus oryzae es ampliamente utilizado para la producción industr ia l 

de salsa de soya, por lo que se encuentra expuesto a un entorno donde puede desarrollar estrés 

por salinidad. Para comprender el efecto del estrés por salinidad sobre A. oryzae, se emplea 

RNA-seq para analizar los cambios de la expresión génica bajo diferentes concentraciones 

de sal (0%, 0.5% (0.86M), 1% (0.17M) y 1.5% (0.25M) de NaCl) a nivel de todo el genoma. 

Los resultados transcriptómicos mostraron la expresión de genes regulados positivamente, 

relacionados con la acumulación de arginina y la síntesis de ácido oleico (He et al., 2018).  
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En Aspergillus sydowii, una especie halófila, los cambios transcriptómicos fueron estudiados 

en tres condiciones de salinidad (sin NaCl, 0.5 M y 2.0 M de NaCl).  Las principales 

modificaciones fisiológicas fueron reportadas en condiciones de alta salinidad (2.0 M de 

NaCl) lo que sugiere que la mayoría de los mecanismos descritos para el crecimiento halófilo 

son una consecuencia de la respuesta molecular al estrés salino. En este trabajo se reportaron 

modificaciones de la pared celular en condiciones de salinidad extrema, con un aumento del 

grosor de la pared celular y de la estructura laminar. Además, tres genes de hidrofobina se 

expresaron de forma diferencial bajo estrés hipo o hiperosmótico. El glicerol fue el principa l 

soluto compatible acumulado en condiciones de estrés salino, mientras que la trehalosa se 

encontró en ausencia de sal (Pérez-Llano et al., 2020). 

De manera general la técnica de secuenciación del RNA (Illumina RNA-seq) ha sido aplicada 

ampliamente en especies modelo y no modelo de hongos filamentosos y levaduras, como 

Aspergillus nidulans, A. salisburgencsis, A. sclerotiales, Hortaea werneckii y Wallemia 

ichthyophaga, examinando cientos de genes de tolerancia al estrés (Redkar et al., 1996; 

Petrovicˇ et al., 2002; Zajc et al., 2013; Tafer et al., 2019). Aunque se realizan estudios para 

comprender los genes de tolerancia al estrés salino en los hongos, no hay informes sobre la 

respuesta de estos hongos a concentraciones saturantes de NaCl. 

Si bien el transcriptoma es una herramienta muy útil para predecir e interpretar adaptaciones 

a nivel molecular, el hecho de encontrar determinado transcrito no garantiza que este 

posteriormente será traducido en una proteína. Sin embargo los metabolitos son los productos 

finales de los procesos reguladores celulares y sus niveles pueden considerarse como la 

respuesta final de los sistemas biológicos a los cambios genéticos o ambientales (Fiehn, 

2002). Las alteraciones metabolómicas se ven reflejadas directamente como cambios en el 

fenotipo y la fisiología molecular (Johnson et al., 2016). La metabolómica, al igual que las 

demás tecnologías ómicas, se utiliza actualmente para la identificación de biomarcadores y 

vías metabólicas alteradas (Fan et al., 2004). Un experimento de metabolómica refleja 

directamente la actividad de la red metabólica que conduce a la producción de estos 

metabolitos y arroja información esencial sobre el estado biológico de un organismo en una 

condición determinada. 
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2.7. Metabolómica 

La metabolómica  es el campo científico, que se ocupa del estudio de los metabolitos 

orgánicos de bajo peso molecular (<1500 Da)  que se producen de forma natural en una 

célula, tejido o biofluido (Griffiths, 2007; Nicholson and Lindon, 2008). Esto incluye 

moléculas endógenas y exógenas, que son los productos y sustratos de las reacciones 

químicas dentro de los sistemas biológicos. Esta técnica trata de identificar y cuantifica r 

sistemáticamente los metabolitos de una muestra biológica. Los metabolitos representan un 

grupo diverso de estructuras de bajo peso molecular que incluyen lípidos, aminoácidos, 

péptidos, ácidos nucléicos, ácidos orgánicos, vitaminas, tioles y carbohidratos, lo que hace 

que el análisis global sea un reto. Estas pequeñas moléculas actúan como biomarcadores que 

representan el fenotipo en una célula, tejido u organismo (Arakaki et al., 2008). Por estos 

motivos la metabolómica se ha utilizado en la evaluación de las respuestas al estrés 

ambiental, la comparación de mutantes, el descubrimiento de fármacos, la toxicología, la 

nutrición, el estudio de los efectos globales de la manipulación genética, el cáncer, la 

comparación de diferentes etapas de crecimiento, la diabetes y el descubrimiento de 

productos naturales (Wang et al., 2011a). 

Los metabolitos son los sustratos y productos del metabolismo que impulsan funciones 

celulares esenciales, como la producción y el almacenamiento de energía, la transducción de 

señales y la apoptosis. Las acciones bioquímicas de los metabolitos son de gran alcance, por 

ejemplo: metabolitos como el ATP, el acetil-CoA, el NAD+ y la S-adenosilmetionina (SAM) 

pueden funcionar como co-substratos, regulando las modificaciones postraduccionales que 

afectan a la actividad de las proteínas (Nakahata et al., 2008; Wellen et al., 2009).  Además, 

las interacciones metabolito-proteína pueden contribuir a facilitar las respuestas celulares 

iniciando cascadas de señalización, lo que pone de manifiesto el papel de los metabolitos en 

la transducción de señales(Hubbard et al., 2015). Indirectamente, los metabolitos afectan al 

entorno en el que se producen. En condiciones normales, existen controles homeostáticos 

para contrarrestar cualquier consecuencia biológica adversa de tales efectos. Por ejemplo, en 

el colon se encuentran altas concentraciones de metabolitos ácidos que disminuyen el pH del 

microambiente (Sharma et al., 2015). Sin embargo, son neutralizados eficazmente por la 

producción de bicarbonato de la mucosa.  

Para los estudios metabolómicos se pueden aplicar varios enfoques para identificar los 
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metabolitos y las vías metabólicas que se asocian con fenotipos particulares, y luego se puede 

integrar este conocimiento con estudios biológicos funcionales y mecanísticos. La 

metabolómica es un marco global de perfiles metabólicos que utiliza análisis de alta 

resolución (normalmente RMN y MS) junto con herramientas estadísticas quimiométricas 

como el análisis de componentes principales (PCA) y los mínimos cuadrados parciales (PLS). 

El reciente y rápido desarrollo de una serie de plataformas analíticas, como la cromatografía 

de gases (GC), la cromatografía líquida de alto rendimiento (HPLC), la cromatografía líquida 

de ultra rendimiento (UPLC) y la electroforesis capilar (CE) acoplada a la espectroscopía de 

masas (MS) y espectroscopía de resonancia magnética nuclear (RMN), facilitan la 

separación, detección, caracterización y cuantificación de metabolitos y de las vías 

metabólicas relacionadas (Zhang et al., 2012). 

Un gran número de trabajos han estudiado las respuestas metabólicas a diferentes tipos de 

estrés, en particular para el estrés térmico y el estrés por desecación en plantas. Un punto 

importante aquí es que muchos cambios metabólicos a las perturbaciones biológicas pueden 

ser efectos indirectos de la reorganización de una red metabólica, y los cambios metabólicos 

observados no tienen por qué estar vinculados de manera obvia a la perturbación origina l. 

Por el contrario, en el caso del estrés fisiológico, los cambios en los metabolitos se pueden 

asociar directamente a un estimulo particular, un ejemplo clásico es la acumulación de 

trehalosa en invertebrados en estado latente (Clegg, 2001).  

Los halófilos sobreviven a altas concentraciones de sal aumentando la osmolaridad interna 

de su citoplasma mediante la síntesis y/o acumulación de solutos compatibles o por 

internalización de iones. Sin embargo la diversidad de mecanismos bioquímicos para 

sobrevivir en entornos salinos necesita ser mejor  caracterizada.  

El descubrimiento de nuevos productos naturales procedentes de hongos aislados del medio 

marino ha aumentado drásticamente en las últimas décadas (Bugni and Ireland, 2004; 

Sułkowska-Ziaja et al., 2005; Saleem et al., 2007), lo que ha llevado a la identificación de 

más de 1000 nuevos metabolitos. Sin embargo, la mayoría de las especies de origen marino 

de las que se ha informado parecen ser de origen terrestre y, al mismo tiempo, 

facultativamente halo u osmotolerantes. La secuenciación del genoma confirma que los 

hongos poseen muchos más grupos de genes que codifican para metabolitos secundarios de 

los que se expresan en las fermentaciones que emplean métodos y materias primas 
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convencionales (Bennett and Ciegler, 1983). 

Los estudios sobre la regulación génica de los hongos halófilos indican que, aunque los 

hongos individuales muestran diferentes estrategias de osmorregulación (Gunde-Cimerman 

et al., 2018), se ha encontrado que los genes expresados diferencialmente que codifican los 

transportadores de iones y metabolitos están regulados positivamente como una respuesta 

compartida al estrés salino (halotolerancia) (Zajc et al., 2013). La relación entre la producción 

de metabolitos secundarios como respuesta al estrés salino es evidente a partir de estudios 

comparativos en los que se observó una expresión diferencial en la producción de metabolitos 

secundarios de una cepa de Aspergillus terreus aislada de una salina (Wang et al., 2011c).  

Tambien se observó que en el hongo Spicaria elegans, aislado de sedimentos marinos, la 

producción de diferentes metabolitos secundarios aumenta cuando se cultiva en condiciones 

salinas al 3% y al 10%. Destacandose la producción de cuatro metabolitos exclusivos del 

cultivo al 10% de salinidad (Wang et al., 2011b). 

Overi y colaboradores encontraron que la regulación de los metabolitos secundarios difiere 

entre el estrés osmótico (inducido por el glicerol) y el estrés salino (inducido por las sales 

marinas). En concreto, la producción de los metabolitos (CJ-15,183 un derivado dihidro-CJ-

15,183 y de los aculenos A y B) aumentó en respuesta a una mayor concentración de glicero l, 

mientras que la producción en condiciones de estrés salino fue consistente con la condiciones 

de no estrés (control 0% de agua de mar/0% de glicerol). Metabolitos secundarios como 

aspergillusol, el ácido secalónico D, el aculeno C y otro análogo del aculeno, aumentan en  

en condiciones salinas (Overy et al., 2017). Curiosamente, el aspergillusol se describió por 

primera vez en una cepa de origen marino (CRI323-04) de A. aculeatus cultivada en caldo 

de dextrosa de patata utilizando agua de mar (Ingavat et al., 2009). 

El análisis metabolómico nos ofrece información valiosa sobre la presencia de metabolitos 

no identificados, comunes y/o específicos para cada condición, incluyendo lípidos y 

aminoácidos. Sin embargo debido a la importancia de estas biomoléculas en la fisiología y 

metabolismo celular, en nuestro trabajo realizamos análisis adicionales para determinar 

identificar y cuantificar estas moléculas tanto en micelio como en el medio extracelular. 
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2.7.1 Amino ácidos  

 
Las proteínas son las macromoléculas biológicas más abundantes y son mucho más diversas 

en estructura y función que otras clases de macromoléculas. Estas median prácticamente en 

todos los procesos que tienen lugar en una célula y son los instrumentos moleculares a través 

de los cuales se expresa la información genética. Son factores dominantes en la célula, tanto 

en términos de funcionalidad como de biomasa, tanto que representan aproximadamente la 

mitad de la masa seca total. Una sola célula puede contener miles de proteínas, cada una con 

una función única, y numéro de copias por celula de cada proteína muy variable. Las 

proteínas son polímeros de aminoácidos, con cada residuo de aminoácido unido  a  su vecino 

mediante un tipo específico de enlace covalente. Los 20 aminoácidos comunes son -

aminoácidos. Tienen un grupo carboxilo y un grupo amino unidos al mismo átomo de 

carbono (el carbono ).  Se diferencian entre sí por sus cadenas laterales, o grupos R, que 

varían en estructura, tamaño y carga eléctrica, y que influyen en la solubilidad de los 

aminoácidos en el agua. Comúnmente se usa el termino aminoácido para referirse a los 20 

aminoácidos proteinogénicos (formadores de proteínas) estándar. En realidad, un aminoác ido 

es cualquier compuesto orgánico que contenga amina (-NH2) y carboxilo (-COOH). Se han 

identificado más de 500 aminoácidos naturales se han identificado (Wagner and Musso, 

1983). Algunos son residuos modificados después de sintetizar una proteína; otros son 

aminoácidos presentes en los organismos vivos pero que no forman parte de las proteínas.  

Los aminoácidos no sólo actúan como bloques de construcción de las proteínas, sino que S. 

cerevisiae puede también puede utilizar la mayoría de los aminoácidos proteinogénicos, así 

como la citrulina, la ornitina y el GABA, como única fuente de nitrógeno (Godard et al., 

2007). El catabolismo de la mayoría de los aminoácidos también proporciona una fuente de 

carbono, excepto los que se alimentan de la vía de Ehrlich (Hazelwood et al., 2008). Los 

aminoácidos también participan en numerosas vías metabólicas, incluyendo la síntesis de 

NAD, folato, glutatión, nucleótidos, poliaminas y fosfolípidos (Bianchi et al., 2019).  

En este sentido determinar la concentración de proteínas en las células, composición de 

aminoácidos de las proteinas y/o el número de copias de proteína en una celula es importante 

para conocer la diversidad de  mecanismos fisiológicos empleados por la celula ante 

diferentes condiciones ambientales. 
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Existen diferentes métodos para la cuantificación de proteínas y aminoácidos. Muchos de 

estos métodos se basan en: la propiedad intrínseca de las proteínas para absorber luz en el 

espectro de luz ultravioleta (UV), la formación de derivados químicos, o la capacidad que 

tienen las proteínas de unir ciertos colorantes. La absorbancia de luz UV a 280nm es un 

método que se basa en las propiedades de los aminoácidos aromáticos tirosina, triptófano, 

fenilalanina y los puentes disulfuro. Entre los métodos basados en la formación de derivados 

químicos/colorimétricos se encuentran ácido bicinconínico (BCA) (Smith et al., 1985), 

Biuret y Lowry (Lowry et al., 1951). Otros métodos utilizados son los de turbidimetría, entre 

los que  se encuentran el de Nefelometría, Kjeldahl y el  bien conocido método de Bradford 

(Bradford, 1976),  asi como la, la adhesión al colorante aniónico(AOAC, 1995). Los métodos 

más utilizados para la medición de proteínas son; los métodos de Lowry, Bradford y el BCA.  

Para la selección del método a utilizar lo mas importante es conocer las caracteristicas de la 

muestra, pues  cada método tiene sus ventajas y desventajas (Shen et al., 2013). 

El método de Lowry se basa en dos reacciones colorimetricas diferentes. La primera es la 

formación de un complejo de iones de cobre con enlaces amida; formando cobre reducido 

que en soluciones alcalinas se observa un color morado de poca intensidad. Este cromóforo 

de Biuret suele estabilizarse mediante la adición de tartrato (Gornall et al., 1949). La segunda 

reacción se observa de color azul-verde y consiste en la reducción del reactivo Folin-

Ciocalteu (fosfomolibdato y fosfotungstato), en presencia de ácido fosfórico y clorhídrico, 

principalmente por el complejo de enlace cobre-amida reducido así como por los residuos de 

aminoácidos aromáticos, fenilalanina y triptófano. Este método permite determinar la 

concentración de proteína en rangos de 0.01-1 mg/mL (Waterborg and Matthews, 1994). 

Dado que el reactivo Folin-Ciocalteu reducido es azul, es detectable con un 

espectrofotómetro en el rango de 500 a 750 nm.  

La reacción de Biuret en sí misma no es muy sensible. El uso del reactivo Folin-Ciocalteu 

para detectar el cobre reducido hace que el ensayo de Lowry sea casi 100 veces más sensible 

que la reacción de Biuret por sí sola (Olson, 2016). Se han desarrollado varias modificaciones 

útiles del ensayo original de Lowry para aumentar la sensibilidad y detectar menores 

concentraciónes de proteínas (Hartree, 1972),  y al mismo tiempo haciéndolo menos sensible 

a la interferencia de los detergentes (Dulley and Grieve, 1975), (Bensadoun and Weinstein, 

1976). 
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La mayoría de los métodos son sensibles a la composición de aminoácidos de la proteína y 

no se pueden obtener concentraciones absolutas. El procedimiento de Lowry no es una 

excepción, pero su sensibilidad es moderadamente constante de proteína a proteína, y ha sido 

tan ampliamente utilizado que las estimaciones de proteínas de Lowry son una alternat iva 

completamente aceptable para una determinación absoluta rigurosa en casi todas las 

circunstancias en las mezclas de proteínas o extractos crudos (Redmile-Gordon et al., 2013). 

El método más preciso para determinar la concentración de aminoácidos de una proteína es 

probablemente la hidrólisis ácida seguida del análisis de aminoácidos. Este método se basa 

en el análisis de aminoácidos mediante la Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución, o 

High Performance Liquid Chromatography, (HPLC). Consiste en la elución diferencial de 

una mezcla de compuestos a través de una columna cromatográfica. La detección de 

aminoácidos generalmente es a través de su absorbancia o fluorescencia ante una 

determinada longitud de onda, y su presencia es registrada en una forma gráfica denominada 

cromatograma. Se puede así evaluar cualitativa y cuantitativamente los componentes de una 

mezcla, comparándolos con estándares de concentración conocida. El análisis de 

aminoácidos proteicos involucra una metodología compleja compuesta por los siguientes 

pasos: hidrólisis de la proteína, derivatización de aminoácidos, separación cromatográfica, y 

su cuantificación requiriendo el uso de una mezcla de estándares de referencia. 

En nuestro trabajo por la naturaleza de las muestras y disminuyendo al máximo las posibles 

interferencias que pudieran ser ocasionadas por los buffers, utilizamos el método de Lowry 

para la cuantificación total de proteínas y también el análisis de aminoácidos por HPLC. Así 

expresamos los resultados en porcentajes para cada aminoácido sobre proteínas totales. 

Una respuesta común al estrés salino en los hongos es la acumulación de derivados de 

aminoácidos (péptidos y aminoácidos N-acetilados) y algunos ácidos orgánicos (Jennings, 

1984; Casonka, 1989; Casonka & Hanson, 1991; Fougere & Streeter, 1991; Luxo et al., 

1993). Los aminoácidos, diaminoácidos y carboxamidas N-derivadas de la glutamina  pueden 

funcionar como solutos compatibles en diferentes grupos de microorganismos (Roberts, 

2005).  Dentro del género Aspergillus existen evidencias de cambios en el contenido de 

aminoácidos libres como respuesta al estrés osmótico provocado por altas concentraciones 

de NaCl en el medio. Algunos autores reportan afectaciones tanto en la composición como 

los porcentajes de aminoácidos de A. flavus y P. roquefortii por la presencia de NaCl en el 
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medio (Abu-Seidah, 2007). En el caso de A. flavus, algunos aminoácidos inusuales no fueron 

detectados en presencia de una alta concentración de NaCl, como el ácido α-amino-adíp ico 

y el ácido α-aminobutírico. Además, la glicina, que puede actuar como aminoác ido 

osmolítico, y el ácido γ-amino-n-bútrico, aumentaron. Se detectaron algunos aminoácidos en 

presencia de NaCl en el medio de crecimiento, como la taurina y la 3-metil histidina, además 

a la alanina como soluto compatible. En A. flavus, el ácido glutámico aumentó 

aproximadamente un 6% y un 18% en presencia de 4% y 8 % de NaCl respectivamente. La 

concentración de prolina aumentó ligeramente, mientras que la hidroxiprolina no fue 

detectada en presencia de NaCl (Abu-Seidah, 2007). 

En cuanto al cambio en la proporción de amino ácidos, las hidrofobinas de W. ichthyophaga 

contienen una mayor proporción de aminoácidos ácidos en la superficie de la proteína  

respecto a sus homólogos en hongos no halófilos, lo que indica una adaptación a la exposición 

a la sal (Zajc et al. 2013). Basado en análisis genómicos ha sido reportado que la mayoría de 

las proteínas de E. rubrum pertenecen a familias de genes compartidas con otras nueve 

especies de Trichocomaceae. Entre las 10 cepas, el contenido más alto de proteínas con 

residuos de de ácido aspártico y glutámico fue encontrado en E. rubrum, seguido por el 

halotolerante Penicillium chrysogenum (Eurotiomycetes). El análisis de dos  especies 

halófilas adicionales, Wallemia ichthyophaga (Basidiomycota) y Hortaea werneckii 

(Dothideomycetes), confirmó  que las familias de genes con alto contenido de residuos ácidos 

son particularmente frecuentes en estos tres taxones halóphilos. 

El análisis comparativo del transcriptoma en Hyphopichia revela la inducción específica 

provocada por NaCl de los genes implicados en la biosíntesis y el metabolismo de los 

aminoácidos, en particular el BAT2. Esto sugiere la posible asociación entre la reacción de 

oxoácidos que implica a los aminoácidos de cadena ramificada y la osmotolerancia (Lee et 

al., 2021). 

 

2.7.2  Ácidos grasos  

Los lípidos son un grupo heterogéneo de moléculas hidrofobicas. Los lípidos son un 

componente esencial de la membrana celular, su estructura varía desde simples cadenas 

cortas de hidrocarburos hasta moléculas más complejas, como los triacilgliceroles , 

fosfolípidos y esteroles y sus ésteres. 
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 Los ácidos grasos son cadenas de hidrocarburos de diferente longitud y grado de insaturac ión 

(presencia de dobles enlaces), con un grupo carboxilo en un extremo y un grupo metilo en el 

otro. Los carbonos suelen estar numerados desde el grupo carboxilo hasta el grupo metilo (ω 

o n). Los ácidos grasos más abundantes tienen un número par de carbonos, con una cadena 

recta, con excepciones, como un número impar (por ejemplo, en los tejidos de los rumiantes ), 

con cadena ramificada (por ejemplo, en las bacterias) o con sustituciones (Gurr et al., 2002). 

El grado de insaturación puede variar desde un doble enlace (ácidos grasos monoinsaturados, 

o MUFAs) a dos o más (ácidos grasos poliinsaturados, o PUFAs).  

La técnica de la cromatografía de gases (GC) revolucionó el estudio de los lípidos al hacer 

posible determinar la composición completa de ácidos grasos de un lípido en muy poco 

tiempo (Christie, 1989). Para ello, los componentes de  los ácidos grasos de los lípidos se 

convierten en losderivados volátiles más sencillos, normalmente ésteres metílicos, aunque se 

pueden preferir otros ésteres para fines específicos (Christie, 1993). 

La variación estructural entre los lípidos complejos y entre los ácidos grasos da lugar a 

diferencias funcionales que se traducen en distintos efectos sobre el metabolismo y sobre las 

respuestas de las células y los tejidos (Burdge and Calder, 2015). Los ácidos grasos son 

omnipresentes en la naturaleza y, como tales, pertenecen a una clase fisiológicamente 

importante de moléculas que intervienen en el almacenamiento de energía de las células (por 

ejemplo, en los tejidos adiposos), en la estructura de las membranas (bicapa de fosfolípidos) 

y en varias vías de señalización (Liu et al., 2008). 

Los ácidos grasos en forma de fosfolípidos son componentes importantes de la bicapa lipíd ica 

de la membrana celular de todas las células. La membrana fúngica tiene el papel fundamenta l 

de mantener el orden y la integridad de la célula, por lo que muchos tratamientos antifúngicos 

se dirigen principalmente a la membrana fúngica (Avis, 2007). Los esteroles, especialmente 

el ergosterol, facilitan elaumento de la fluidez de la membrana, por lo que las membranas 

fúngicas con bajo contenido en esteroles son sensibles a cambios en la salinidad e incapaces 

de hacer frente a elevaciones excesivas de la fluidez de la membrana (McDonough et al., 

2002).  

En bacterias halófilas como Halomonas halmophila, H. halophila y H. campisalis, han sido 

reportados cambios en la membrana plasmática inducidos por la salinidad (Gunde-Cimerman 

et al., 2018). Entre estos cambios se encuentran la disminución de los ácidos grasos trans, 
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aumento de los ácidos grasos ciclopropánicos  y ácidos grasos monoenoícos, mayor grado de 

saturación de ácidos grasos, disminución de los ácidos grasos de cadena ramificada y 

aumento de ácidos grasos insaturados y glicolípidos (Oren, 2002). 

En levaduras como Z. rouxii cultivada en 15% de NaCl se encontraron mayores cantidades 

de ergosterol libre (no esterificado), disminución de la insaturación de ácidos grasos y 

disminución de la fluidez de la membrana que cuando se cultivó sin NaCl (Hosono, 1992). 

En Y. lipolitica la alta salinidad no indujo cambios significativos en la insaturación de los 

ácidos grasos, sin embargo causó una disminución del contenido de fosfolípidos y esteroles  

(Andreishcheva et al., 1999). Por el contrario, C. membranefaciens cultivada a altas 

concentraciones de NaCl mostró aumentos en la insaturación de los ácidos grasos y en los 

contenidos de fosfatidilinositol (PI) y fosfatidiletanolamina (PE), lo que resultó en mayor 

fluidez de la membrana (Khaware et al., 1995). En D. hansenii, el estrés salino provocó una 

disminución del contenido de esteroles, fosfatidilglicerol (PG), PI y PE; mientras que el 

contenido relativo de fosfatidilserina (PS) aumentó (Tunblad-Johansson et al., 1987; Turk et 

al., 2004). 

En los hongos Aureobasidium pullulans y Hortaea werneckii en diferentes condiciones de 

salinidad, ha sido reportado un aumento de los ácidos grasos insaturados mientras que en 

Debaryomyces hansenii y Phaeotheca triangularis se encontró una ligera disminución de los 

mismos. En este último también se reporta aumento sustancial de fosfatidilglicerol  y una 

disminución de fosfatidilinositol  y fosfatidilserina. 

En cuanto a la fluidez de la membrana que está directamente relacionada con la proporción 

de ácidos grasos saturados e insaturados, en H. werneckii la disminución de la fluidez ocurre 

con concentraciones de NaCl subóptimas (<5%) y superiores a las óptimas (>15%) mientras 

que en condiciones óptimas de salinidad la fluidez aumenta. De igual manera para Wallemia 

ichthyophaga disminuye la fluidez en condiciones subóptimas y aumenta en concentraciones 

optimas de NaCl. En Aureobasidium pullulans se observa menor fluidez que en hongos 

halófilos y aumento de la fluidez de la membrana a salinidades superiores al rango óptimo al 

igual que en  Rhodotorula mucilaginosa y Saccharomyces cerevisiae (Gostinčar et al., 2009). 

Por otra parte Debaryomyces hansenii no mostró cambios significativos de fluidez en su 

membrana como respuesta a la presencia de NaCl. De manera general como respuesta a la 

salinidad, podemos observar baja relación sterol/fosfolípidos y aumento en la desaturación 
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de ácidos grasos aumentando así la fluidez de la membrana. En los halófilos Hortaea 

werneckii, Phaeotheca triangularis y el halotolerante Aureobasidium pullulans las 

principales clases de fosfolípidos repotados en membrana son la fosfatidilcolina y la 

fosfatidiletanolamina, seguidas de los fosfolípidos aniónicos. Los ácidos grasos más 

abundantes en los fosfolípidos generalmente contienen longitudes de cadena C16 y C18 

(Turk et al., 2004).  

Como habíamos visto anteriormente los hongos del género Aspergillus, tienen una  gran 

diversidad metabólica que les permite crecer en diferentes sustratos (Grant et al., 2004) 

incluyendo en el rango de los menores valores de aw que sustentan la vida (0.75-0.80) por lo 

que son modelos atractivos para el estudio de los mecanismos de xerofilia. Particularmente 

Aspergillus sydowii resulta de gran interés para nuestro grupo pues representa un modelo 

para el estudio de los mecanismos de adaptación a la halofilia.  

 

 2.8 Aspergillus sydowii 

Aspergillus sydowii es un hongo ubicuo, halófilo y saprótrofo que se encuentra tanto en 

entornos terrestres, como marinos (Geiser et al., 1998). Se ha descrito como un patógeno 

oportunista humano (de Hoog et al., 2000) y un importante patógeno de los arrecifes de coral 

(Gorgonia ventalina (Geiser et al., 1998; Ein-Gil et al., 2009), pero solamente los aislados 

marinos causan la enfermedad ) (Geiser et al., 1998), demostrando la importancia de la 

naturaleza halófila de A. sydowii y el potencial de los ambientes marinos hipersalinos (por 

ejemplo, las salinas) para servir como reservorios naturales para la propagación del hongo 

(Chung et al., 2019). Aunque A. sydowii no tiene un requisito obligatorio de NaCl, su 

crecimiento óptimo ocurre en 1 M de NaCl y puede llegar a crecer aunque débil y 

escasamente a 5.13M NaCl (concentración de saturación) (Jiménez-Gómez et al., 2020). 

Debido a su amplia tolerancia al rango de salinidad, desde la ausencia de NaCl hasta 5.13 M 

de NaCl, A. sydowii puede ser considerado como un halófilo extremo y un modelo para 

estudiar en hongos filamentosos las adaptaciones a condiciones extremadamente salinas 

(Jiménez-Gómez et al., 2020; Pérez-Llano et al., 2020; Rodríguez-Pupo et al., 2021). Este 

hongo crece principalmente en forma hifal a diferencia de otros halófilos extremos que crecen 

meristemáticamente como la levadura negra basidiomiceto Hortaea werneckii (Gunde-

Cimerman et al., 2000), la levadura negra ascomiceto Aureobasidium pullulans (Zalar et al., 
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2008) o el hongo filamentoso basidiomiceto Wallemia ichthyophaga (Zajc et al., 2013).  

El primero de los trabajos de nuestro grupo sobre A. sydowii fue publicado por Batista-Garc ía 

et al. 2014 y estuvo enfocado en la descripción de A. sydowii y la caracterización de la 

actividad lignocelulolítica del mismo, crecido a partir de una fermentación de un lote de 

bagazo de caña de azúcar, con medio mineral suplementado con 2.0 M de NaCl. Aquí los 

autores hacen referencia a los posibles usos de este hongo con aplicaciones biotecnológicas. 

Siguiendo esta guía, González-Abradelo et al. 2019 reportan la capacidad de A. sydowii para 

la degradación de hidrocarburos policíclicos aromáticos (PAHs) (benzo-α-pireno y 

fenantreno) en condiciones de alta salinidad. Este trabajo muestra por primera vez el 

potencial de A. sydowii (ascomiceto halófilo) para la biorremediación de xenobióticos. 

Peidro-Guzmán et al. 2020, profundizaron en este tema mediante la realización de un anális is 

transcriptómico de A. sydowii creciendo en presencia de PAHs y en condiciones de alta 

salinidad. La expresión transcripcional de A. sydowii mostró la presencia de genes regulados 

positivamente relacionados con escasez de nutrientes, remodelación de la pared celular, 

degradación y metabolismo de xenobióticos, metabolismo del DNA y el RNA, generación de 

energía, señalización y respuesta general al estrés, siendo este uno de los estudios 

transcriptómicos más profundos sobre la degradación de PAHs en hongos. Por su parte Pérez-

Llano et al. 2020 realizaron un estudio transcriptómico de A. sydowii en condiciones de hipo 

e hiper-osmolaridad. Se encontraron transcritos diferencialmente expresados (DE) en ambas 

condiciones de estrés, como por ejemplo, tres genes de hidrofobina se expresaron 

diferencialmente bajo estrés hipo o hiperosmótico pero no cuando el hongo crece óptimo. En 

cuanto a los solutos compatibles, el glicerol es el principal compuesto acumulado en 

condiciones de estrés salino, mientras que la trehalosa se acumula en ausencia de sal. Sin 

embargo, solo fueron encontrados transcritos DE para la modificación de pared celular y el 

transporte de cationes metálicos en condiciones de alta salinidad. En este trabajo los autores 

reportaron modificaciones transcripcionales principalmente en condiciones de 

hiperosmolaridad y no en condición óptima (CO) de salinidad, sugiriendo que la mayoría de 

los mecanismos descritos para el crecimiento en condiciones de halofilia son una respuesta 

provocada ante estrés salino y no una adaptación a condiciones hiperosmóticas . 

Recientemente Rodríguez-Pupo et al. 2021 publicaron un extenso trabajo donde profundizan 

en el estudio de la vía de HOG y la estrategia de acumulación de solutos compatibles en A. 
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sydowii corroborando la presencia de estos solutos. La vía de HOG como tratamos 

anteriormente consiste en una cascada de transducción de señales de MAPK que provoca la 

expresión diferencial de genes mediante la fosforilación de determinados factores de 

transcripción. Los autores refieren que A. sydowii contiene tres homólogos de Hog1 MAPK 

(Hog1, Hog2 y MpkC) y encontraron una regulación diferencial de estas MAPKs, las cuales 

se activaron en condiciones de hipo e hiper osmolaridad. Estos resultados sugieren que 

hongos halófilos/halotolerantes como A. sydowii utilizan diferentes mecanismos de 

osmoadaptación para contender con altos niveles de salinidad. Hasta aquí se evidencia que 

A. sydowii es un hongo ampliamente estudiado por su potencial biotecnológico y como un 

modelo para el estudio de adaptaciones y mecanismos de respuesta a estrés osmótico por hipo 

e hiper osmolaridad. Sin embargo, no hay ningún estudio que aborde la expresión 

transcripcional de A. sydowii en condiciones de saturación de NaCl. Además, los estudios 

sobre perfil metabolómico, presencia de ácidos grasos y aminoácidos son escasos en hongos 

en condiciones de hipersalinidad. Por tales motivos nos proponemos continuar explorando 

las osmoadaptaciones morfológicas, fisiológicas y moleculares de A. sydowii en la 

concentración saturada de NaCl mediante la siguiente hipótesis y objetivos.   

3. Hipótesis 

Para contender con condiciones de baja aw impuesta por NaCl, Aspergillus sydowii sufre una 

reprogramación transcripcional que se refleja en adaptaciones a nivel molecular, fisiológico 

y morfológico.  

 

4. Objetivo general    

Analizar las estrategias de adaptación de Aspergillus sydowii ante condiciones de baja aw 

impuesta por NaCl. 

  4.1 Objetivos específicos 

 

1. Establecer las condiciones de crecimiento óptimo de A. sydowii y determinar el día de 

crecimiento exponencial en condiciones de aw óptima. 

2. Caracterizar comparativamente los cambios morfológicos de A. sydowii en condiciones 

de estrés por hiper e hipo osmolaridad y en condición óptima. 
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3. Determinar la composición de solutos osmóticamente activos en A. sydowii durante su 

crecimiento en condiciones óptima y de hiperosmolaridad. 

4. Evaluar biomarcadores enzimáticos y no enzimáticos indicadores de respuesta al alto 

estrés oxidativo en condiciones óptima y de hiperosmolaridad.  

5. Analizar la expresión transcripcional de genes relacionados con el estrés oxidativo de A. 

sydowii crecido en condiciones de hiperosmolaridad y en condición óptima.  

6. Analizar el perfil transcripcional de mRNA y la ontología genética de A. sydowii crecido 

en condiciones de hiperosmolaridad y en condición óptima. 

7. Estudiar y clasificar lncRNAs y factores transcripcionales presentes en el perfil 

transcripcional de A. sydowii crecido en condiciones de hiperosmolaridad y en condición 

óptima. 

8. Analizar el perfil metabolómico de A. sydowii en condiciones de hiperosmolaridad 

(saturación por NaCl) y en condición óptima. 

9. Analizar el perfil aminoacídico de A. sydowii en condiciones de hiperosmolaridad 

(saturación por NaCl) y en condición óptima. 

10. Analizar el perfil de ácidos grasos de A. sydowii en condiciones de hiperosmolaridad 

(saturación por NaCl) y en condición óptima.   
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5. Materiales y métodos  

5.1. Cepa, conservación y condiciones de cultivo 

 
Aspergillus sydowii EXF-12860 utilizado en este estudio es un hongo halófilo aislado de la 

fermentación sólida del bagazo de la caña de azúcar en presencia de 2.0 M de NaCl. Esta 

cepa mostró un crecimiento óptimo en medios de cultivo suplementados con 0.5-1.0 M de 

NaCl [15]. El hongo fue cultivado y mantenido en Agar Malta Levadura (YMA): extracto de 

malta 10 g/L, extracto de levadura 4 g/L, dextrosa 4 g/L, peptona micológica 5 g/L, agar 15 

g/L. Las esporas y el micelio se conservaron en glicerol al 20% a -80 °C y se depositaron en 

la Colección de Cultivos Microbianos del Centro de Infraestructura Mycosmo, Departamento 

de Biología, Facultad de Biotecnología, Universidad de Ljubljana (Eslovenia). En este 

estudio se utilizaron cultivos suplementados con dos concentraciones de NaCl 1.0 M 

(crecimiento óptimo, aw = 0.98) y 5.13 M de NaCl (solución saturada de NaCl, aw = 0.75). 

En todos los experimentos se utilizó como preinóculo el micelio obtenido de cultivos frescos 

de EXF-12860 suplementados con 1.0 M de NaCl. 

 

5.2. Análisis morfológico de Aspergillus sydowii EXF-12860 en solución saturada de NaCl 

 

Las características morfológicas de la colonia fúngica se examinaron inoculando 0.1 g de 

micelio fresco en placas de medio YMA con adición de NaCl a 0, 1.0 o 5.13 M como 

concentración final. Para describir el aspecto macromorfológico de las colonias, se 

utilizaron cultivos de diez días de A. sydowii EXF-12860 incubados a 28 °C en la 

oscuridad. Para las observaciones micromorfológicas de EXF-12860 se utilizó el método 

del "bloque de agar invertido" (Hickey et al., 2002), empleando un sistema de obtención 

de imágenes de células vivas equipado con un microscopio de barrido láser invert ido 

(NiKon Eclipse Ti-U, Tokio, Japón) con un objetivo Apo 60x/1.49 A.N. Se utilizó una 

cámara Hamamatsu Orca Flash 4.0 para la adquisición de datos. Las imágenes confocales 

se analizaron cuantitativamente utilizando el software ImageJ (Rueden et al., 2017). Para 

el examen micromorfológico, se fijaron las hifas vegetativas y se tiñeron con blanco de 

calcoflúor y DAPI (4′,6-diamidino-2-fenilindol). Las muestras se excitaron con una 

lámpara de mercurio equipada con filtros ET-DAPI. Se determinó la longitud del 
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compartimento hifal apical, la frecuencia de septación, los índices de ramificación y de 

núcleo, y los diámetros de las hifas analizando 30 hifas independientes. Las imágenes se 

procesaron y produjeron con Adobe Photoshop CS6 Extended (Adobe Systems Inc., San 

Jose, CA, USA). Se muestran campos microscópicos representativos como imágenes 

finales. 

 

5.3. Determinación de osmolitos en Aspergillus sydowii EXF-12860 expuesto a una 

concentración saturada de NaCl 

 

Las concentraciones de arabitol, eritritol, galactitol, glicerol, maltitol, manitol, ribitol, 

sorbitol, trehalosa y xilitol se determinaron usando 100 mg de micelio obtenidos por 

centrifugación después de 0, 18, 96 y 168 h de crecimiento fúngico en caldo de malta de 

levadura (YMB). También se determinó la concentración de osmolitos después de 

choques hipoosmóticos utilizando 200 mg de micelio: (i) de 1.0 M a 0 M de NaCl y (ii) 

de 5.13 M a 1.0 M de NaCl (ver Figura 3D). Los cultivos fúngicos de siete días se 

cultivaron en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de YMB con 1.0 M o 5.13 M 

de NaCl. Después de exponer el micelio a choques hipoosmóticos, se incubó a 28 °C 

durante 30 minutos y se recogió entonces por centrifugación. 

La extracción de los solutos compatibles se realizó según lo descrito anteriormente por 

(Kogej et al., 2007a). El micelio se secó a 60 °C y se mezcló con 1,5 mL de solución de 

Bligh y Dyer (metanol: cloroformo: agua, 10:5:4) durante 30 min. Posteriormente, se 

añadió cloroformo (450 µL) y agua desmineralizada (450 µL). La solución resultante se 

agitó enérgicamente durante 30 min y, finalmente, se centrifugó a 6000×g durante 10 min 

para la separación de fases. Se recogieron 100 µL de la fase superior (metanol:agua) y se 

inyectaron 50 µl en un cromatógrafo líquido de alto rendimiento (HPLC) (Hewlett -

Packard, Palo Alto, CA, EE.UU.). El análisis cromatográfico se realizó en un sistema 

isocrático equipado con una columna AMINEX-HPX87H -de 300 mm × 7.8 mm- (Bio-

Rad, Munich, Alemania). Se utilizó ácido sulfúrico (5 mM) como fase móvil a un flujo de 

1 mL/min. Las curvas de calibración se obtuvieron utilizando estándares analíticos de 5 

mg/mL y 10 mg/mL de cada uno de los osmolitos probados (Sigma Aldrich, Saint Louis, 

MO, USA). Los cromatogramas se procesaron con el software ChromQuest versión 2.51 
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(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). El análisis cromatográfico (n = 3) se 

realizó en el Instituto de Biotecnología, Universidad Nacional Autónoma de México, 

Campus Morelos (México). 

 

5.4. Biomarcadores de estrés oxidativo en Aspergillus sydowii EXF-12860 en condiciones 

hipersalinas 

 

A partir de cultivos de A. sydowii crecido en medio YMB suplementado con 1.0M y 

5.13M de NaCl por 96H con, se colectaron los sobrenadantes y las fracciones celulares se 

obtuvieron por centrifugación a 6000× g. Las células se trituraron en nitrógeno líquido y 

se añadió 1 mL de H2O milliQ por muestra. Se realizaron determinaciones tanto de los 

sobrenadantes como de las fracciones celulares (n=3). 

Se determinaron tres biomarcadores antioxidantes: 1. La actividad de la superóxido 

dismutasa se evaluó midiendo la inhibición de la autoxidación del pirogalol (Marklund 

and Marklund, 1974). Brevemente, se mezclaron 32 μL de una solución de pirogalol 7.37 

mM en agua destilada con tampón Tris-HCl (50 mM, pH 8.2) y ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,6 mM. Después de añadir 10 μL de muestra, la tasa 

de formación de pirogalol oxidado (purpurogalina-quinona) se midió 

espectrofotométricamente a 405 nm durante 1 minuto (Ramasarma et al., 2015). 2. Se 

determinó también la actividad de la catalasa utilizando el kit EnzyChromTM Catalase 

Assay (BioAssay System, Hayward, CA, USA) y 3. se monitorizó la glutatión peroxidasa 

utilizando el kit Glutathione Peroxidase Assay (Abcam, Boston, MA, USA).  

Además de estos tres biomarcadores enzimáticos se cuantificó la concentración de 

glutatión reducido como se describió previamente por (Ecobichon, 1984) con pequeñas 

modificaciones. Brevemente, se mezclaron 5 μL de la muestra con tampón fosfato 0.1 M 

de pH 8 y 50 mL de 10-2 M 5′-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB). La producción de color 

debida a la oxidación del DTNB se midió espectrofotométricamente a 412 nm. La 

concentración de glutatión reducido se determinó utilizando una curva estándar de 

glutatión reducido preparada en tampón fosfato 0,1 M de pH 8. 

Adicionalmente, se analizaron otros cinco biomarcadores de oxidación. La concentración 

de peróxido de hidrógeno se midió utilizando el kit BIOXYTECH® H2O2-560 Assay 
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(Bioxytech, Portland, OR, USA). Los productos protéicos de oxidación avanzada se 

cuantificaron como se ha descrito previamente (Witko et al., 1992). Otro indicador de 

oxidación, se realizó un ensayo colorimétrico para los marcadores de peroxidación 

lipídica. Los niveles de malondialdehído y de 4-hidroxialquenos se determinaron a 586 

nm según (Erdelmeier et al., 1998). Finalmente, se determinó la susceptibilidad a la 

peroxidación lipídica según (Ozdemirler et al., 1995).  Las muestras se incubaron con 

sulfato de cobre 2 mM a 37 °C durante 24 h. Los niveles de malondialdehído se midieron 

a 586 nm.  

 

5.5. Cálculos estadísticos 

 

Todas las determinaciones experimentales se realizaron por triplicado con tres réplicas 

técnicas. Las diferencias estadísticas (p < 0,05) entre las medias de las determinaciones 

morfológicas o las cantidades de los marcadores de estrés oxidativo se determinaron 

mediante ANOVA de una vía y la prueba HSD de Tukey como análisis post hoc. Las 

diferencias (p < 0,05) entre las cantidades medias de osmolitos se determinaron mediante la 

prueba de Kruskal-Wallis, y la prueba de Dunn como análisis post hoc. Los cálculos 

estadísticos se realizaron con GraphPad versión Prism8 (https://www.graphpad.com). El 

análisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) para visualizar las 

ordenaciones estadísticas de los datos de las determinaciones de osmolitos, se realizó en R 

utilizando el paquete vegan (R Development Core Team). 

Para analizar la agrupación de las muestras según los niveles de biomarcadores de estrés 

oxidativo se realizó un análisis de componentes principales (PCA) utilizando la funció n PCA 

del paquete FactoMineR para R (R Development Core Team). Los valores perdidos se 

imputaron previamente utilizando el algoritmo PCA iterativo regularizado del paquete 

missMDA para R (R Development Core Team). En ambos análisis, las variables se escalaron 

a la varianza unitaria. Se calculó el coeficiente de correlación de Pearson para cada par de 

indicadores con el fin de analizar la correlación entre los diferentes biomarcadores de estrés 

oxidativo. 
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5.6. Extracción de RNA total, construcción de librerías, secuenciación y análisis del 

transcriptoma de A. sydowii en la condición óptima (CO) y la condición de estrés (CE).  

 

La extracción del RNA de A. sydowii en la CO se realizó mediante el kit Zymo Spin y para 

el caso de la CE se empleó el método tradicional con fenol ácido, pues con el kit no se logró 

obtener el RNA.  Este segundo método se diferencia del kit pues incorpora dos rondas de 

precipitación de la molécula de interés, en las cuales se trata con la solución desnaturalizante 

y con el fenol ácido, el cual garantiza que el RNA este en la fase acuosa y el DNA en la 

interfase (Chomczynski and Sacchi, 2006). Fue efectivo utilizar este método para obtener el 

RNA de A. sydowii crecido en medio YMB con 5.13 M de NaCl considerando que uno de 

los cambios morfológicos de este hongo filamentoso puede ser el engrosamiento de la pared 

celular, lo que pudiera tener una influencia negativa en la lisis celular química. Además este 

método incluye dos precipitaciones de RNA y propicia un medio más ácido para garantiza r 

la extracción de la molécula de RNA totalmente independiente del DNA.  

Mediante electroforesis capilar se obtuvieron los RIN (RNA Integrity Number) para todas 

las réplicas los cuales cumplen con el requerimiento de ser mayores que 6 y lo más cercano 

a 10 posible. La figura 3 muestra los electroferogramas correspondientes a todas las muestras 

donde se presentan señales intensas y estrechas de los fragmentos 28S y 18S. Las réplicas de 

la CE presentan el pico correspondiente al fragmento 28S más grande con respecto al 18S, 

sin embargo este aspecto no es homogéneo para el caso de la réplicas de CO. Esta diferenc ia 

se puede deber a que las extracciones del RNA de la CE y la CO se realizaron con dos 

métodos diferentes. 

El análisis de la calidad de las secuencias se realizó mediante el software FastQC. Dados los 

parámetros de calidad obtenidos, fue necesario realizar un preprocesamiento de las lecturas 

para potenciar su calidad.  Para ello se utilizaron varias herramientas bioinformáticas como 

RemoveFastqcOverrepSequenceReads.py (Freedman and Weeks, 2016) para la eliminac ión 

de las secuencias sobrerrepresentadas; Trimmomatic 0.39 para remover los adaptadores 

(longitud mínima de contig de 124 bp, tamaño k-mer de 23) resultado del proceso  de  

secuenciación (Bolger et al., 2014). Seguidamente las secuencias fueron procesadas con 

Rcorrector (Song and Florea, 2015) y BBnorm para corregir errores y normalizar la cobertura 

de lectura. El ensamblaje de novo de las secuencias se realizó utilizando el software Trinity 

2.10.0 (Grabherr et al., 2011a; Haas et al., 2013). La metodología BUSCO (versión 4.0.5) se 
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empleó para evaluar la integridad del transcriptoma completo (Seppey et al., 2019). Se utilizó 

Blast2GO para generar anotaciones funcionales de alta calidad y el análisis de los datos 

transcriptómicos (Bioinformatics, 2019). Brevemente, un flujo de trabajo basado en blast 

utilizando la sección Fungi en la base de datos nr se abordó. Las anotaciones de la ontología 

de genes (GO) y de InterPro se obtuvieron de esta estación de trabajo de alto rendimiento. 

Kallisto versión 0.46.1 se utilizó para cuantificar las abundancias de los transcritos (Bray et 

al., 2016). Las variaciones no deseadas en la secuenciación de RNA se eliminaron de los 

recuentos no normalizados utilizando RUVseq (Risso et al., 2014). El procesamiento de los 

datos de expresión de genes se realizó utilizando diferentes paquetes implementados en 

Bioconductor, un proyecto de código abierto para el análisis de datos genómicos en R 

(Gentleman et al., 2004).   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 1,5 conteos por millón de lecturas (cpm < 1,5).  Los  datos  de expresión 

fueron normalizados mediante  el algoritmo  TMM  para  eliminar  la  variación  experimenta l  

en  las  muestras  y ponderar la  variación (Robinson and Oshlack, 2010). El análisis de la 

expresión diferencial de genes se realizó utilizando la herramienta EdgeR (Robinson et al., 

2010). Se consideraron como diferencialmente expresados (DE), aquellos transcritos con 

logFC (Fold Change) > 1,5 y FDR (False Discovery Rate) < 0.01.  

La anotación funcional y el enriquecimiento de términos de GO  se realizó utilizando 

Blast2GO en OmicsBox (Bioinformatics, 2019), que emplea una prueba exacta de Fisher 

para determinar la tasa de falsos descubrimientos (FDR) del enriquecimiento GO (Al-

Shahrour et al. 2004). Por último, el análisis de enriquecimiento de vías se realizó en el 

mapeador KEGG (Kyoto de Genes y Genomas) utilizando las anotaciones KEGG 

recuperadas de GhostKOALA (Kanehisa et al., 2021). Este método permitió obtener gráficos 

asociados a vías metabólicas teniendo en cuenta los términos asociados a las ontologías : 

Proceso Biológico (BP), Función Molecular (MF) y Componente Celular (CC) (Haas et al., 

2013).  En cada caso se analizaron y representaron gráficamente los términos más 

significativos para este estudio. Una vez obtenidos los GOs enriquecidos mediante el 

Blast2GO fueron seleccionados los que representaban procesos más específicos utilizando la 

base de datos QuickGo. Esta base de datos permite mediante conexiones de ancestros 

establecer la relación entre GOs permitiendo establecer cuáles son más específicos evitando 
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análisis redundantes de la información (Figura 1). 

 

Figura 1. Gráfico de antepasados generado por QuickGo, mostrando los pasos seguidos para la elección del ancestro más 

específico. Este esquema muestra el ejemplo del GO: 0071970 (fungal-type cellwall (1>3)-beta-D-glucan) que sería el GO 

más específico relacionado con pared celular dentro de los procesos biológicos anotados , y por tanto fue el seleccionado 

para la representación gráfica. 
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Los RNA largos no codificantes (lncRNA) también se identificaron a través de un flujo de 

trabajo específico para identificar a los posibles lncRNA. En primer lugar, evaluamos el 

potencial de codificación de todos los transcritos expresados diferencialmente (logFC > 1,5, 

valor de p <0,05, FDR <0,05 y CPM <0,05) utilizando RNAsamba (Camargo et al., 2020) y 

CPC2 (Kang et al., 2017). Los transcritos clasificados como no codificantes utilizando ambas 

herramientas se identificaron como lncRNA expresados diferencialmente. Los transcritos 

clasificados como codificación utilizando ambas herramientas se identificaron como mRNA 

expresados diferencialmente. Finalmente, utilizamos los parámetros de expresión 

mencionados anteriormente con transcritos anotados como factores de transcripción (TF) 

para identificar factores de transcripción expresados diferencia lmente. 

Para analizar la posible función reguladora de los lncRNA y TF identificados expresados 

diferencialmente, preparamos un análisis de coexpresión de los lncRNA, TF y mRNA 

expresados diferencialmente (Zhan et al., 2016) sobre la base del coeficiente de correlación 

de Pearson (r) utilizando el paquete R Hmisc (Pasek J, 2020). Seleccionamos pares de mRNA 

/ lncRNA o mRNA / TF con a | r | > 0,9 y un valor de p <0,05. Se aplicó un procedimiento 

similar para obtener la red de coexpresión para correlacionar los GO identificados como 

enriquecidos. 

El conjunto de datos transcriptómicos se depositó para su disponibilidad pública en el Centro 

Nacional de Información Biotecnológica (NCBI): ID de envío: SUB8102769, Bioproyecto 

PRJNA662826, Acceso a BioSample: SAMN16095160. 

 

5.7. Expresión transcriptómica de los genes implicados en las defensas contra el estrés  

oxidativo celular 

 

Se analizó un conjunto de datos transcriptómicos de A. sydowii EXF-12860 creciendo a 1.0 

M y 5.13 M de NaCl para identificar los genes expresados diferencialmente relacionados con 

el equilibrio redox celular y las respuestas al estrés oxidativo en condiciones hipersalinas. 

Este conjunto de datos está disponible públicamente en el National Centre for Biotechnology 

Information (NCBI): Submission ID: SUB8102769, BioProject PRJNA662826, BioSample 

accession: SAMN16095160. Para este experimento, se aisló el RNA total de muestras de 

micelio tras 96 h de crecimiento fúngico en medios con 1.0 M y 5.13 M de NaCl. Los 

transcriptomas (n = 3) fueron secuenciados por la empresa Macrogene (Seúl, Corea) y 



47 

 

analizados según lo descrito previamente por (Pérez-Llano et al., 2020). El control de calidad 

de la secuenciación se realizó utilizando Trimmomatic versión 0.39 (Bolger et al., 2014) y 

Rcorrector se llevó a cabo para corregir los errores de secuenciación de Illumina (Song and 

Florea, 2015). Se utilizó la versión 2.10.0 de Trinity como algoritmo de ensamblaje de novo 

(Grabherr et al., 2011b). Las anotaciones funcionales y el análisis de los niveles 

transcripcionales de los genes relacionados con el equilibrio redox y las respuestas al estrés 

oxidativo se realizaron mediante Blast2GO (Biobam Bioinformatic, 2019). 

 

5.8. Perfiles metabolómicos de Aspergillus sydowii EXF-12860 cultivado en solución 

saturada de NaCl 

 
Se liofilizó un mililitro de extractos libres de células o de medios de control. A continuación, 

se añadieron 500 µl de acetona fría a las muestras secas, se agitó en vórtex durante 1 minuto 

y se centrifugó a 14.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Estos pasos se repitieron dos veces 

y se recogió el 90% del volumen de disolvente en cada paso y se combinó en un tubo 

Eppendorf de 1,5 mL. El disolvente se evaporó con un sistema SpeedVac (Thermo Fisher 

Scientific, MA, USA) a temperatura ambiente. Los metabolitos se resuspendieron en 50 µl 

de una solución de agua:acetonitrilo en una proporción de 95:5. Las muestras de control de 

calidad se prepararon mezclando volúmenes iguales de todas las muestras. 

Se siguió la metodología de HPLC-Espectrometría de Masas en Tándem (LC-MS2) reportada 

previamente con modificaciones menores (Moreno-Ulloa et al., 2020). En resumen, se 

cargaron aleatoriamente 10 µl de muestras en el sistema Eksigent nanoLC400 (Eksigent AB 

Sciex, CA, USA) con una columna HALO Phenyl-Hexyl (0,5 × 50 mm, 2,7 mm, tamaño de 

poro de 90 Å). Los metabolitos se separaron utilizando una elución en gradiente con ácido 

fórmico al 0,1% en agua (A) y ácido fórmico al 0,1% en acetonitrilo (B) como fases móviles 

a un flujo constante de 5 mL/min. El gradiente se inició al 5% de B durante 1 minuto, seguido 

de un aumento escalonado hasta el 100% de B durante 26 minutos y se mantuvo constante 

durante 4 minutos. La composición del disolvente se devolvió al 5% de B durante 0,1 min. 

Para asegurar el reequilibrio de la columna, se aplicó un precalentamiento de cuatro minutos 

con 5% de B entre las muestras. Se ejecutó una muestra en blanco (10 μL de tampones A:B 

en una proporción de 95:5) entre las inyecciones de muestras experimentales para minimiza r 

el posible arrastre. El eluido de la cromatografía líquida (LC) se envió directamente a la 
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fuente TurboV de un espectrómetro de masas TripleTOF (tiempo de vuelo) 5600+ (SCIEX, 

CA, EE.UU.) utilizando la ionización por electrospray (ESI) en modo positivo. Las 

condiciones de la fuente ESI se establecieron como sigue: Voltaje de IonSpray flotante, 5.500 

V; temperatura de la fuente, 350 °C; gas de cortina, 20 psi; los gases de la fuente de iones 1 

y 2 se ajustaron a 40 y 45 psi; potencial de desclasificación, 100 V. Los datos se adquirieron 

utilizando la adquisición dependiente de datos (DDA) con el modo de alta sensibilidad 

seleccionado, cambiando automáticamente entre espectrometría de masas (MS) de barrido 

completo y MS2. El tiempo de acumulación para la MS TOF fue de 0,25 s/espectro en el 

rango m/z 100-1500 Da y para el barrido MS2 fue de 0,05 s/espectro en el rango m/z 50-

1500 Da. Los ajustes DDA fueron los siguientes: estado de carga +1 a +2, intensidad 125 

cps, excluir isótopos dentro de 6 Da, tolerancia de masa 50 mDa, y un número máximo de 

iones candidatos 20. En los ajustes IDA, la "exclusión de iones objetivo anteriores" se 

estableció como 15 s después de dos ocurrencias y se seleccionó la "sustracción dinámica de 

fondo". Se utilizó la opción de energía de colisión rodante (CE) del fabricante basada en el 

tamaño y la carga del ion precursor utilizando la fórmula CE = m/z × 0,0575 + 9. El 

instrumento se calibró automáticamente por el modo de lote utilizando las soluciones de 

calibración positivas apropiadas de TOF MS y MS2 antes de la carga de la muestra y después 

de la inyección de seis muestras (< 3,5 horas de trabajo) para garantizar una precisión de 

masa de < 5 ppm tanto para los datos de MS como de MS/MS. El rendimiento del instrumento 

se supervisó durante la adquisición de datos incluyendo una muestra de control de calidad (n 

= 4) cada cuatro muestras experimentales. 

Se utilizaron dos enfoques informáticos complementarios para analizar los conjuntos de datos 

de LC-MS2: i) la extracción de características, la normalización y el análisis estadístico  se 

realizaron con el software MarkerView TM versión 1.3 (AB Sciex, CA, EE.UU.) y ii) la 

extracción de datos espectrales de MS2 para la identificación o anotación de metabolitos 

(nivel 2 de acuerdo con la clasificación de la Iniciativa de Estándares Metabolómicos [MSI] 

(Aron et al., 2020) se realizó utilizando el software MZmine versión 2.53 y la plataforma 

web Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS, 

https://www.gnps.ucsd.edu) (Aron et al., 2020). Además, para superar la limitada 

identificación o anotación de metabolitos mediante la comparación espectral con las 

bibliotecas espectrales de GNPS, utilizamos la herramienta de anotación avanzada de 
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SIRIUS 4 y CSI:Finger ID (nivel 3 de acuerdo con la clasificación MSI) (Dührkop et al., 

2015).  

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Para los datos de metabolómica, 

teniendo en cuenta el fenómeno de compresión del cambio de pliegues (Yu et al., 2020), las 

características con un cambio de pliegues ≥ 1,5 o ≤ 1,5 y un valor p < 0,05 (prueba t) se 

consideraron como diferencialmente abundantes. Para el análisis estadístico multivariado y 

para evaluar el comportamiento de la agrupación de las muestras y la variación entre grupos, 

utilizamos el análisis de componentes principales (PCA) y la agrupación de variables de 

componentes principales (PCVG) (Ivosev et al., 2008). Para el análisis PCA y PCVG se 

utilizaron datos transformados en Log2. Se utilizó el software PRISM 6.0 (GraphPad 

Software, CA, EE.UU.) para la creación de gráficos de volcán. 

Los conjuntos de datos en bruto se han depositado en el repositorio público GNPS/MassIVE 

(Wang et al., 2016) con el número de acceso MSV000088136. Los parámetros para la 

creación de redes moleculares clásicas utilizando todos los conjuntos de datos están 

disponibles en el siguiente enlace: 

https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=a3e71334eb534f89b24b09f31c9bca5d. 

 El trabajo NAP está aquí: 

https://proteomics2.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=a27935fe261946169af78d93d8d6

e312. El trabajo MolNetEnhancer está aquí: 

https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=d974315d59b649be96e6bf583505f2aa. 

Los parámetros para FBMN (A. sydowii 1 M vs 5.13 M NaCl) están disponibles en el 

siguiente enlace: 

https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=5f212d5ccb1a46de86fe6ba4fb402952. El 

trabajo Qemistree está disponible en el siguiente enlace: 

https://proteomics2.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=80ba69060ca54408b52ebf726b9

1359c 

 

5.8.1 Determinaciones de aminoácidos y ácidos grasos 

 

El contenido de proteína bruta del micelio y el medio de cultivo libre de células de cada 

condición de crecimiento hipersalino se realizó de acuerdo con el método de Lowry  (Lowry 

et al., 1951). El contenido de aminoácidos se determinó a partir de muestras trituradas (para 

https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=a3e71334eb534f89b24b09f31c9bca5d
https://proteomics2.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=a27935fe261946169af78d93d8d6e312
https://proteomics2.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=a27935fe261946169af78d93d8d6e312
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el micelio) y homogeneizadas que se habían desgrasado previamente mediante extracción 

Soxhlet de acuerdo con (AOAC, 1995). A 10 mg de muestra se le añadieron 5 ml de HCl 6 

N que contenía fenol al 0,06%. Para producir aminoácidos libres, las mezclas se hidroliza ron 

durante 24 h a 110 ° C bajo atmósfera de nitrógeno para evitar la oxidación. Las muestras 

hidrolizadas se diluyeron en 25 ml de agua desionizada y se añadió 1 ml de ácido α-

aminobutírico (AABA) 2,5 mM como patrón interno. A continuación, las muestras se 

filtraron a través de un filtro de teflón de 0,45 µm y se almacenaron en una atmósfera de 

nitrógeno a -30 ° C. Se derivatizaron muestras que contenían los aminoácidos libres 

(Bidlingmeyer, 1984), se inyectaron en un sistema de cromatografía líquida de alto 

rendimiento (HPLC) Agilent 1260 Infinity (Agilent Technologies, CA, EE. UU.) equipado 

con una columna Zorbax Eclipse AAA de fase inversa Agilent C-18 (partícula de 3,5 µm de 

diámetro interno, 4,6 × 150 mm), y eluyeron usando un gradiente de acetonitrilo-metano l-

agua (45:45:10, v / v). La temperatura de la columna se mantuvo a 40 ° C y se utilizó un flujo 

de 1 mL / min. El volumen de inyección fue de 5 µl. Las muestras se controlaron utilizando 

un detector de fluorescencia 1260 (FLD, Agilent Technologies, CA, EE. UU.) en serie. Se 

obtuvieron cromatogramas de fluorescencia usando una longitud de onda de excitación de 

340 nm y señales de emisión controladas a 450 nm. Se obtuvieron curvas estándar para la 

determinación de aminoácidos usando soluciones estándar de aminoácidos en el rango de 25 

a 350 pmol (PN 061-3330, Agilent Technologies, CA, EE. UU.) Agilent OpenLAB 

ChemStation versión C. 

Se obtuvieron extractos de éster metílico de ácidos grasos a partir de muestras de micelio y 

medio de cultivo libre de células de cada condición hipersalina de crecimiento (Folch et al., 

1957; Christie, 1993). Los ésteres metílicos de ácidos grasos se separaron en un cromatógrafo 

de gases Agilent Technologies 7820A (Agilent Technologies, CA, EE. UU.) equipado con 

un detector de ionización de llama (FID) (260 ° C) y una columna capilar (DB-23 Agilent ; 

60 m × 0,25 mm, espesor de película 0,15 µm) usando nitrógeno como gas portador. La 

temperatura inicial del horno fue de 120 ° C. Se inyectó un microlitro de la solución que 

contenía los ésteres metílicos de ácidos grasos dividido 10: 1. Después de 1 minuto, la 

temperatura se aumentó a una velocidad de 6,5 ° C / min a 170 ° C, inmediatamente después, 

se incrementó a una velocidad de 6 ° C / min a 198 ° C se mantuvo durante 7 minutos, y 

finalmente se incrementó a una velocidad de 15 ° C / min a 230 ° C se mantuvo durante 5 
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minutos y luego se mantuvo a esa temperatura durante 10 minutos más. Los ácidos grasos se 

identificaron comparando los tiempos de retención de perfiles bien caracterizados de 

estándares de éster metílico de ácido graso (mezcla de éster metílico de ácido graso de 37 

componentes, Supelco / Sigma-Aldrich, CA, EE. UU.). La concentración de cada ácido graso 

se determinó a partir del área bajo la curva correspondiente dentro del cromatograma 

utilizando un ácido graso C19 como estándar interno y el paquete de software Agilent 

OpenLAB ChemStation versión C.01.07. 
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6.  Resultados y discusión 

6.1. Morfología de Aspergillus sydowii EXF-12860 en diferentes concentraciones de NaCl 

 

Los caracteres micro y macromorfológicos de A. sydowii a 0, 1.0 y 5.13 M NaCl se 

examinaron utilizando cultivos de 10 días incubados en la oscuridad (Figura 2). En ausencia 

de NaCl, las colonias umbonadas alcanzaron 32-35 mm de diámetro, tenían contornos 

delicadamente filiformes y produjeron abundantes conidios de color blanco anaranjado a 

naranja claro (Figura 2 A). La apariencia superficial era flocosa en el centro y aterciopelada 

en los márgenes, con micelio hialino a blanco y radialmente arrugado. El reverso de la 

colonia era de color amarillento a parduzco. Los exudados superficiales eran de color 

marrón rojizo a marrón oscuro. En el medio YMA suplementado con NaCl 1.0 M (Figura 

2B), las colonias eran más grandes, se extendían ampliamente y alcanzaban un diámetro de 

42 a 45 mm, menos umbonadas, con abundantes conidios de color verde mate a naranja 

claro, la superficie de la colonia era de pulvurulenta a flocosa, márgenes enteros a 

delicadamente filiformes, micelio hialino a blanco, el reverso se observó ligeramente 

amarillo, no se observaron exudados (Figura 2 B). 
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Figura 2. Caracterización morfológica de Aspergillus sydowii EXF-12860 cultivado en YMA a diferentes 

concentraciones de NaCl tras 10 días de cultivo a 28 °C. (A-C) Aspecto de la colonia a 0, 1.0 M y 5.13 M de 

NaCl, respectivamente. Barras: 1 cm. (D-F). Examen estereoscópico del contorno de las colonias tras el 

crecimiento del hongo a 0, 1.0 M y 5.13 M de NaCl, respectivamente. Barras: 100 µm. (G-I). Hifas cultivadas en 

presencia de 0, 1.0 M y 5.13 M de NaCl, respectivamente. Barras: 100 µm. Las flechas blancas indican el primer 

septo, mientras que las rojas muestran 500 µm de longitud. En (D-I) se aplicó la tinción con blanco de calcoflúor. 

(J-L). Multinucleación a 0, 1.0 M y 5.13 M de NaCl, respectivamente. Barras: 25 µm. (L-M). Los círculos 

pequeños y grandes enmarcan el último compartimento de la hifa cultivada en 5.13 M de NaCl, (M) representan 

un acercamiento a lo observado en L. Barras: 25 µm. En (J-M) se aplicó la tinción con blanco de calcoflúor y 

DAPI. 

 

A una concentración saturada de NaCl (5.13 M), las colonias eran claramente más pequeñas 

(5 a 6 mm), planas, con micelio hialino, reversa no pigmentada y márgenes filiformes 

(Figura 2 C). No se observaron conidios ni exudados. Con base en estas observaciones se 

concluyó que 1.0 M NaCl es la salinidad óptima para A. sydowii EXF-12860, como lo 

muestra un diámetro de colonia mayor (HSD de Tukey, p ≤ 0,05) en comparación con el 

crecimiento a 0 M y NaCl 5.13 M. 

El examen micro-morfológico reveló una influencia drástica del NaCl en la morfología de 

los bordes de las colonias (Figura 2 D – F). Las hifas vegetativas tanto a 0 M como a 1.0 M 

de NaCl mostraron un crecimiento polarizado (Figura 2 D, E), mientras que en 5.13 M de 

NaCl las hifas eran aberrantes, rizadas y enredadas (Figura 2 F). Se observó un aumento de 

la ramificación de las hifas en ausencia de sal y algunas regiones alcanzaron un crecimiento 

isométrico (Figura 2 D). La concentración saturante de NaCl también afectó la longitud del 

compartimento hifal apical, la frecuencia de septación, los índices de ramificación y 

nucleación (Figura 2 G – M). 

El análisis estadístico (Krustal-Wallis, p ≤ 0.05) de estos caracteres morfológicos mostraron 

diferencias significativas cuando A. sydowii EXF-12860 creció en YMA con 1.0 M y 5.13 

M NaCl, o en ausencia de sal (Figura 3 A, B). Mientras que la longitud promedio del 

compartimento hifal apical fue 323 µm y 231 µm en 1.0 M y 0 M NaCl, respectivamente, 

se observaron compartimentos apicales mucho más pequeños (29 µm en promedio) en 5.13 

M de NaCl (Figura 3 A). La septación aumentó significativamente en 5.13 M, con un 

tabique cada 15,5µm versus un tabique cada 162 µm en condiciones óptimas de NaCl 1.0 

M (Figura 3 A). En condiciones de estrés (0 M y 5.13 M NaCl), también los índices de 

ramificación y núcleo fueron marcadamente más altos en comparación con el crecimiento 

en condiciones óptimas de sal (Figura 3 B). Los diámetros de las hifas cultivadas a 
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diferentes concentraciones de NaCl se midieron a 10, 250 y 500 µm del ápice de la hifa 

(Figura 3 C). Las hifas en 1.0 M NaCl presentaron los diámetros más grandes (Figura 3 D), 

mientras que la distancia entre dos septos fue más pequeña a 5.13 M NaCl (Figura 3 E). 

En resumen, la micro-caracterización de A. sydowii EXF-12860 mostró cambios drásticos 

en concentraciones saturadas de NaCl, lo que indica un fuerte estrés osmótico. En general, 

EXF-12860 reveló una micromorfología similar en YMA saturado con NaCl y en ausencia 

de sal.  

Figura 3. Cuantificación de los descriptores morfológicos de los cultivos de Aspergillus sydowii EXF-12860 

realizados en medio de YMA a concentraciones de 0, 1.0 M y 5.13 M de NaCl tras 10 días de cultivo a 28 C. 

(A) Longitud del primer compartimento hifal y frecuencia de septación. (B) Índices de ramificación y 

nucleación. (C) Representación metodológica de las mediciones del diámetro de las hifas. Las flechas negras 

indican las distancias desde el ápice de la hifa donde se midieron los diámetros. (D) Diámetro de las hifas a las 

longitudes de 10 µm, 250 µm y 500 µm. (E) Número de septos y longitud de estos para 30 hifas diferentes. Los 

asteriscos representan diferencias estadísticamente significativas determinadas por el ANOVA de una vía y la 

prueba HSD de Tukey (p ≤ 0,05), *(p≤0,05), **(p≤0,01), ***(p≤0,001) y ****(p≤0,0001). 
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Además de la morfología y la pigmentación de las colonias, el estrés salino altera 

drásticamente la estructura de la pared celular de los hongos (Gunde-Cimerman et al., 

2018). Si bien algunos estudios se centraron en la microestructura de la pared celular de los 

hongos halófilos / xerófilos (Kogej et al., 2007a ; Kunčič et al., 2010; Pérez-Llano et al., 

2020), la micromorfología colonial rara vez se ha investigado (Marjetka et al., 2010; Ding 

et al., 2019). Estudios previos mostraron cambios de tamaño y apariencia en las colonias 

de la levadura negra extremadamente halotolerante H. werneckii y diferentes especies del 

género basidiomiceto halófilo / xerófilo Wallemia (Kunčič et al., 2010). Dentro del género 

Aspergillus, solamente A. montevidensis fue analizado a 3,0 M de NaCl mostrando 

respuestas morfológicas únicas en el nivel de producción de pigmento y desarrollo de 

cleistotecio (Liu et al., 2017; Ding et al., 2019). Las observaciones con respecto a la 

reducción del ancho de las hifas en estrés salino coinciden con lo reportado para A. 

montevidensis (Matsuda et al., 2006; Liu et al., 2017). Se observaron compartimentos hifas 

más delgados y cortos en condiciones saturadas de NaCl en halófilos A. sydowii EXF-12860 

así como en halófilas W. muriae y W. sebi (Kunčič et al., 2010). En el levemente tolerante 

a halógenos Aspergillus repens, se observó acortamiento y engrosamiento de los 

compartimentos hifales bajo estrés de NaCl en comparación con la condición no estresada 

(Kelavkar et al., 1993). En Exophiala sp., un informe reciente mostró que el cambio 

dimórfico fue provocado por el NaCl (de fenotipos filamentosos a tipo  de levadura) (Ide-

Pérez et al., 2020). 

Los cambios observados en la geometría de las hifas debido a concentraciones de NaCl no 

óptimas indican una reordenación dinámica del citoesqueleto, en particular a 5.13 M de 

NaCl. Las septinas y las forminas, las principales proteínas implicadas en la morfogénes is 

de las hifas, están implicadas en la escultura de las células fúngicas filamentosas  

(Gladfelter, 2006, 2010), y en dinámica nuclear hifal (Kozubowski and Heitman, 2010). 

Nuestros resultados sugieren que el NaCl podría influir en la expresión de estas proteínas, 

pues la septación, la polaridad de las hifas, el diámetro y la morfología se modificaron en 

condiciones hipersalinas. Estas proteínas han sido reconocidas previamente como 

componentes clave de la morfogénesis hifal en el género Aspergillus (Lindsey et al., 2010a, 

2010b). Por ejemplo, los genes que codifican septinas en A. nidulans (aspA-E) se han 

relacionado con el patrón de ramificación de hifas y el desarrollo de conidiófo ros 
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(Gladfelter, 2006), mientras que los genes ortólogos de septina en A. fumigatus, aspA, aspB, 

aspC, y aspE, coordinan distancias interseptales en los compartimentos hifales apical y 

subapical (Vargas-Muñiz et al., 2015). sepA, una forma homóloga de A. nidulans, se 

relacionó con  la septación y el diámetro de las hifas (Gladfelter, 2006). Hasta nuestro 

conocimiento, no existen reportes con respecto al papel de la septina y la formina en los 

hongos halófilos; este estudio proporciona información inicial interesante sobre la 

influencia potencialmente decisiva del NaCl en su expresión. 

 

6.2. Síntesis de solutos compatibles por Aspergillus sydowii EXF-12860 expuesto a NaCl 

 

A. sydowii  EXF-12860 produjo trehalosa, manitol, arabitol, eritritol y glicerol como solutos 

compatibles en ambas salinidades probadas (Figura 4 A, B). Inicialmente (después de 18 

h), los cultivos que crecían en medio de NaCl 5.13 M producían mayores cantidades de 

trehalosa, manitol, arabitol y eritritol en comparación con los cultivos más antiguos (96 h y 

168 h) (Figura 4 A).  El manitol y el arabitol se sintetizaron solo en el medio saturado de 

NaCl, pero disminuyeron con el tiempo, mientras que la concentración de glicerol no 

cambió durante el período de medición (Figura 4 A).  En condiciones óptimas (NaCl 1.0 

M), la producción de solutos compatibles alcanzó su punto máximo a las 96 h (Figura 4 A), 

correspondiente al punto medio de la fase de crecimiento exponencial de A. sydowii EXF-

12860. El arabitol alcanzó su punto máximo a las 168 h (fase de crecimiento estacionar io) 

(Figura 4 A).  El escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) tridimensional mostró 

dos ordenaciones estadísticas basadas en las respuestas de A. sydowii EXF-12860 sobre el 

nivel de síntesis de osmolitos en diferentes momentos a 1.0 M y 5.13 M NaCl (Figura 4 C). 

La síntesis de solutos compatibles a 1.0 M después de 96 h y 168 h exhibió una fuerte 

ordenación, reflejando estas condiciones como condiciones fisiológicas óptimas, 

diferenciándose mucho de otras condiciones experimentales probadas (Figura 4 C). 

También se determinó el perfil de soluto compatible después de 30 minutos de diferentes 

choques hipoosmóticos (Figura 4 D). Cuando se transfirió EXF-12860 de 5.13 M a 1.0 M 

de NaCl, se sintetizó trehalosa en abundancia, se produjeron eritritol y glicerol en 

cantidades menores, mientras que no se detectó arabitol en absoluto (Figura 4 D). 

Curiosamente, la transferencia de NaCl 1.0 M a 0 M resultó en cambios más drásticos, en 
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Figura 4. Producción de osmolitos por Aspergillus sydowii EXF-12860 cultivado a 1.0 M y 5.13 M de NaCl 

(solución saturada de NaCl) en caldo de malta de levadura a 28 °C. (A) Síntesis de solutos compatibles a las 

0 h, 18 h, 96 h y 168 h. (B) Cromatogramas representativos obtenidos tras 96 h de cultivo del hongo a 1.0 M 

y 5.13 M de NaCl. (C) Análisis de escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) de la producción de 
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solutos compatibles. (D) Diseño experimental para estudiar la producción de solutos compatibles debido a 

choques hipoosmóticos. (E) Las barras azules representan la producción de solutos compatibles tras el choque 

hipoosmótico de 5.13 M a 1.0 M de NaCl. Las barras grises representan la producción de solutos compatibles 

tras el choque hipoosmótico de 1.0 M a 0 M de NaCl. Los asteriscos representan diferencias estadísticamente 

significativas determinadas por la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba de Dunn (p < 0,05), *(p≤0,05) y 

**(p≤0,01). 

particular el manitol aumentó considerablemente (Figura 4 D). Por el contrario, su 

concentración no cambió notablemente cuando A. sydowii se transfirió de NaCl 5.13 M a 

1.0 M. El arabitol mostró un perfil de concentración similar al manitol. No se detectaron 

galactitol, maltitol, ribitol, sorbitol y xilitol. La figura 4 B muestra una señal cromatográfica 

correctamente resuelta que corresponde a un compuesto desconocido eluído a los 6.2 min 

(a 1.0 M NaCl) y otro a los 6.8 min (a 5.13 M NaCl) (Figura 3B). Curiosamente, la 

concentración de este último compuesto no identificado aumentó con la salinidad. Dado 

que estos picos no corresponden a ningún estándar analítico, probablemente representan 

nuevos osmolitos sintetizados por A. sydowii.  

La producción de solutos compatibles ha sido  reconocida como una de las principa les 

respuestas empleadas por  hongos extremófilos / extremotolerantes que crecen a baja aw 

(Gunde-Cimerman et al., 2018). Las condiciones extremadamente salinas inducen la 

síntesis de polioles y azúcares (p. ej., glicerol, eritritol, arabitol, manitol) en hongos 

halófilos y halotolerantes como H. werneckii, W. ichthyophaga, y Aureobasidium pullulans 

y Aureobasidium subglaciale, con glicerol como principal osmolito compatible (Kogej et 

al., 2007b; Zajc et al., 2014b; Gunde-Cimerman et al., 2018; Turk and Gostinčar, 2018). 

Opuesto a lo esperado, en A. sydowii EXF-12860 el glicerol o cualquier otra concentración 

de poliol no se correlacionó positivamente con el aumento de salinidad (Figura 4 A) y no 

contrarrestó los desequilibrios osmóticos. Sin embargo, la síntesis de otros solutos 

compatibles aumentó a una concentración óptima de NaCl 1.0 M (Figura 4 A), lo que refleja 

las adaptaciones fisiológicas transmitidas por estas pequeñas moléculas. 

Nuestros resultados mostraron una dependencia de la fase de crecimiento de la producción 

de osmolitos, como se informó anteriormente para H. werneckii, donde el glicerol se 

acumuló predominantemente durante la fase exponencial y el eritritol durante la fase 

estacionaria (Plemenitaš et al., 2008). Se encontraron resultados similares para Aspergillus 
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niger cuando se determinó que el glicerol y el eritritol eran osmolitos primarios en el 

micelio joven, y el manitol y el eritritol eran predominantes en el micelio más viejo 

(Witteveen and Visser, 1995). Curiosamente A. sydowii EXF-12860 acumuló de manera 

constante manitol, eritritol y glicerol durante la fase de crecimiento exponencial y 

estacionario a 1.0 M de NaCl (Figura 4 A), mientras que el arabitol también aumentó 

gradualmente durante la fase exponencial, pero alcanzó su punto máximo en la fase 

estacionaria. Las cantidades de osmolitos permanecieron sorprendentemente bajas en NaCl 

5.13 M, sin dependencia de la fase de crecimiento (Figura 4 A). 

Como se observa para W. ichthyophaga (Kogej et al., 2007b) (Zajc et al., 2014b), los choques 

hipoosmóticos afectaron el perfil de solutos compatibles en A. sydowii EXF-12860. El perfil 

de osmolitos fue más diferente cuando A. sydowii EXF-12860 se transfirió al medio sin NaCl 

agregado, lo que sugiere una reprogramación rápida durante los choques hipoosmóticos y el 

crecimiento en un medio de cultivo sin NaCl (Figura 4). 

 

6.3. Defensas de estrés oxidativo inducidas por NaCl en Aspergillus sydowii EXF-12860 
 

Diferentes condiciones de estrés, incluida la privación de agua debido a las altas 

concentraciones de NaCl, causan daño oxidativo a las células  (Sreenivasulu et al., 2004; 

Gostinčar and Gunde-Cimerman, 2018; Hassan et al., 2020).  El vínculo entre la capacidad 

antioxidante de los hongos y la halotolerancia en el nivel genómico se ha investigado sólo  

recientemente en el halófilo W. ichthyophaga y levaduras negras halotolerantes H. 

werneckii y A. pullulans (Gostinčar and Gunde-Cimerman, 2018), con un solo estudio sobre 

este tema realizado previamente (Petrovič, 2006). En este trabajo investigamos la defensa 

antioxidante celular de A. sydowii EXF-12860 expuesto a dos concentraciones de NaCl: 1.0 

M y 5.13 M, basado en la respuesta de nueve biomarcadores no enzimáticos y uno 

enzimático (Figura 5 A-I). 

Los niveles de glutatión reducido en la fracción micelial fueron similares a NaCl 1.0 M 

(16.40  µg / mL) y en NaCl 5.13 M (13.02 µg / mL) (Figura 5A). En ambos casos se 

encontró glutatión reducido en los sobrenadantes alcanzando 21,45µg / mL y 22,18 µg / 

mL, sin diferencias estadísticas. La glutatión peroxidasa tuvo una actividad 

considerablemente más alta con NaCl 5.13 M en comparación con NaCl 1.0 M tanto en las 
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fracciones de micelio como en el sobrenadante (Figura 5 B), en 7,7 y 1,2 veces en 

sobrenadantes y micelios, respectivamente. Las actividades de catalasa y superóxido 

dismutasa también aumentaron significativamente con NaCl 5.13 M (Figura 5 C-D).  

Figura 5. Respuestas al estrés oxidativo en Aspergillus sydowii EXF-12860. Se investigaron nueve 

biomarcadores de estrés oxidativo en el micelio y los sobrenadantes de EXF-12860 cultivados a 1.0 M y 5.13 

M de NaCl: (A) Concentración de glutatión; (B-D) Actividad enzimática de glutatión peroxidasas, catalasas y 

superóxido dismutasas, respectivamente; (E-I) Determinación de hidroperóxidos, productos proteicos de 

oxidación avanzada, relación de peroxidación lipídica, malondialdehído y 4-hidroxialquenales , 

respectivamente. Los asteriscos representan diferencias estadísticamente significativas determinadas por el 

ANOVA de una vía y la prueba HSD de Tukey (p < 0,05), *(p≤0,05), **(p≤0,01), ***(p≤0,001) y ****( 

p≤0,0001). 

Mientras que la actividad de la catalasa aumentó dos veces tanto en el micelio como en los 

sobrenadantes expuestos a NaCl 5.13 M, la superóxido dismutasa aumentó 

significativamente, aproximadamente 197 veces en el sobrenadante a NaCl 5.13 M en 

contraste con la concentración óptima de NaCl 1.0 M. Curiosamente, no se detectó 

superóxido dismutasa en el micelio a ninguna concentración de NaCl. Además, se 

estudiaron cinco biomarcadores metabólicos indicativos de estrés oxidativo, debido al 
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anión superóxido reconocido (O2
−) causando daños a todos los grupos principales de 

biomoléculas (Warris and Ballou, 2019). Las concentraciones determinadas de 

hidroperóxidos se consideraron indicadores directos de la oxidación de biomoléculas. Los 

hidroperóxidos y productos de proteína de oxidación avanzada  reportados en el micelio de 

A. sydowii EXF-12860 se encontraron a los mismos niveles en ambas concentraciones de 

NaCl (Figura 5 E-F), así como el índice de peroxidación lipídica del micelio (Figura 5 G). 

Curiosamente, la peroxidación de lípidos se detectó en una proporción alta  en el medio 

extracelular en ambas condiciones de NaCl. Malondialdehído, un producto natural de la 

peroxidación de lípidos (Erdelmeier et al., 1998), se detectó en concentraciones más altas 

en los sobrenadantes (Figura 5 H), y solo a 5.13 M de NaCl también en el micelio. Por 

último, los 4-hidroxialquenos, también subproductos de la peroxidación lipíd ica, 

alcanzaron los valores más altos en los sobrenadantes a 5.13 M NaCl (Figura 4I), pero 

también estaban presentes en el micelio en ambas concentraciones de sal. 

Los biomarcadores investigados indican un alto estrés oxidativo causado por medios 

saturados de NaCl (NaCl 5.13 M) en A. sydowii EXF-12860, que da como resultado una 

sólida respuesta celular no enzimática y enzimática para superar el daño celular (Figura 4 A). 

La privación de agua por NaCl constituye un factor de estrés ambiental para los eucariontes 

(Gunde-Cimerman et al., 2018; Osman et al., 2021). Los hongos responden al estrés 

osmótico induciendo metabolitos antioxidantes como glutatión (respuesta antioxidante no 

enzimática) y enzimas (respuesta antioxidante enzimática) como catalasas, superóxido 

dismutasas y glutatión peroxidasas, entre otras (Vaupotic et al., 2008; Gostinčar and Gunde-

Cimerman, 2018; Warris and Ballou, 2019).  

A. sydowii EXF-12860 mostró un equilibrio de glutatión finamente regulado en ambas 

concentraciones de NaCl (Figura 5 A), sin grandes diferencias entre micelios y 

sobrenadantes. El glutatión es generalmente reconocido como el antioxidante más 

abundante en la célula, con niveles intracelulares decrecientes cuando se expone al estrés 

oxidativo (Morgan et al., 2013). También se encontró un aumento de los niveles de 

glutatión intracelular en bacterias halotolerantes cultivadas a altas concentraciones de NaCl 

(Hassan et al., 2020). 
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Las actividades enzimáticas de la glutatión peroxidasa, catalasa y superóxido dismutasa 

aumentaron en NaCl 5.13 M (Figura 5B – D), lo que indica exposición al estrés oxidativo 

en A. sydowii EXF-12860. La defensa antioxidante enzimática observada contribuyó al 

mantenimiento de la homeostasis celular redox, al limitar el daño celular causado por  

especies reactivas de oxígeno (ROS) (Warris and Ballou, 2019). Las ROS surgen 

principalmente como subproductos del metabolismo aeróbico en las mitocondrias e 

incluyen el O2
−, peróxido de hidrógeno (H2O2) y radicales hidroxilos (OH·) (Schieber and 

Chandel, 2014). O2
− debe convertirse inmediatamente a H2O2 por superóxido dismutasas, 

seguido de la desintoxicación de H2O2 mediada por catalasas y glutatión peroxidasas. H2O2 

también se puede reducir parcialmente a OH·, con una reactividad extremadamente alta 

hacia diferentes objetivos biológicos (Warris and Ballou, 2019). El aumento del nivel de 

ROS activa las vías de señalización para mantener el estado redox celular (Warris and 

Ballou, 2019). 

Los marcadores de daño oxidativo estudiados en A. sydowii EXF-12860 revelaron que la 

exposición a concentraciones saturantes de NaCl induce daños tanto a proteínas como a 

lípidos (Figura 4E – I). Particularmente, se promueve la peroxidación de lípidos, como lo 

demuestra la relación mejorada de peroxidación de lípidos y concentraciones más altas de 

hidroperóxidos, malondialdehído y 4-hidroxialquenos (Figura 5 E, H, I), como se ha 

documentado previamente (Busch and Binder, 2017). La oxidación de lípidos implica la 

formación continua de hidroperóxidos como productos de oxidación primaria que a su vez 

son reducidos por  glutatión peroxidasas con  glutatión como reductor (Dobarganes and 

Velasco, 2002). Uno de los productos finales de la peroxidación lipídica es la generación 

de malondialdehído (Busch and Binder, 2017), así como los 4- hidroxialquenos, 

considerados productos de peroxidación no enzimática de ácidos grasos poliinsaturados 

(Sasson, 2017). Se encontraron niveles elevados de malondialdehído a alta salinidad en las 

bacterias halotolerantes Planococcus spp., Bacillus haikouensis, y Microcystis aeruginosa  

(Sreenivasulu et al., 2004; Hassan et al., 2020). 

Las proteínas, en particular las que tienen grupos de Fe-S protésicos, también se ven  

afectadas por  ROS (Schieber and Chandel, 2014). La cisteína es especialmente susceptible, 

en particular los aniones tiolato (Cys-S-) encontrados a pH fisiológico (Finkel, 2012). Por 

ejemplo, H2O2 media la oxidación reversible Cys-S a forma sulfénica (Cys-SOH) que 
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desencadena la vía de señalización del estrés oxidativo. Sin embargo, los niveles dañinos 

de H2O2 causan la oxidación irreversible Cys-S a sulfínico (SO2H) o sulfónico (SO3H) 

(Winterbourn and Hampton, 2008), causando daño permanente a las proteínas oxidadas 

(Schieber and Chandel, 2014). Parece que la concentración saturada de Na+ no causó una 

oxidación significativa de proteínas en A. sydowii EXF-12860, ya que las cantidades de 

productos avanzados de oxidación de proteínas fueron similares en ambas condiciones de 

salinidad. 

El estrés oxidativo como consecuencia directa de la exposición al NaCl aún no se ha 

investigado a fondo en los hongos halófilos / halotolerantes (Gostinčar and Gunde-

Cimerman, 2018), como lo demuestra la falta de informes. Se ha demostrado que el estrés 

oxidativo inducido por la salinidad limita el crecimiento de la levadura negra halotolerante 

extrema H. werneckii (Petrovič, 2006). Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que 

investiga las respuestas celulares adaptativas de diferentes biomarcadores de estrés 

oxidativo no enzimáticos y enzimáticos en hongos filamentosos halófilos.  

La correlación entre biomarcadores de estrés oxidativo determinada por análisis de PCA 

(Figura 6 A, B) mostró una variación similar entre los biomarcadores de estrés oxidativo 

estudiados. PC1 y PC2 explicaron la mayor parte de la varianza, ya que el PC1 esperado 

tuvo la mayor varianza (65,45%). Se identificaron dos grupos potenciales correspondientes 

a micelios y sobrenadantes (Figura 6 A), lo que indica una respuesta similar tanto del 

micelio como del sobrenadante. Los biomarcadores 4- hidroxialquenales, malondialdehído 

y la relación de peroxidación lipídica contribuyeron notablemente a la PC1, mientras que  

el hidroperóxido y la glutatión peroxidasa contribuyeron notablemente a la PC2 (Figura 6 

B). El análisis de correlación de Pearson mostró una fuerte correlación entre 4-

hidroxialquenales, malondialdehído y relación de peroxidación lipídica, así como con las 

tres enzimas antioxidantes medidas (Figura 6 C). En resumen, A. sydowii EXF-12860 

respondió a altas concentraciones de NaCl con estrés oxidativo, mostrado en particular por 

mayores niveles de enzimas antioxidantes y biomarcadores de peroxidación de lípidos. 
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Figura 6. Condiciones  h ipers alinas  inducen  es t rés  oxidat ivo  en  Asperg i l lus sydowi i  EXF-

12860. Análisis estadíst ico mult ivariado de las respuestas al estrés oxidat ivo (A) Gráfico de 

anális is de componentes principales (PCA) que muestra la agrupación de muestras de micelio y 

sobrenadante en condiciones de NaCl 1.0 M y 5.13 M según sus valores de indicadores de estrés  

oxidat ivo . (B) La correlación entre los biomarcadores de estrés oxidat ivo y los ejes del gráfico  

PCA. (C) Coeficiente de correlación de Pearson de los biomarcadores de estrés oxidat ivo en 

muestras de micelio y sobrenadante en condiciones de NaCl 1,0 M y 5.13 M.  

 

6.4. Expresión transcripcional de genes relacionados con respuestas al estrés oxidativo en 

Aspergillus sydowii EXF-12860 

El transcriptoma comparativo (5.13M vs 1.0 M) de A. sydowii EXF12-860 mostró 44 

transcritos DE involucrados en las respuestas antioxidantes (Tabla 1). Mientras que siete 

transcritos de catalasa (cat) se expresaron diferencialmente, solo dos de ellos estaban 

fuertemente regulados positivamente (logFC = 11.27 y logFC = 10.73).  Todos los 

transcritos de catalasa correspondían al mismo gen, lo que indica que el uso diferencial de 

la transcripción se produjo en la reprogramación transcripcional de A. sydowii EXF-12860 

a alta salinidad. Además, diferentes isoformas de genes que codifican para superóxido 

dismutasas citoplasmáticas (sod1) y mitocondriales (sod2) y cistationina gamma-liasa (cse) 
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fueron regulados positivamente.  Estos resultados confirmaron que el uso diferencial de 

mRNA empalmados alternativamente tuvo lugar en A. sydowii EXF-12860 en 5.13 M. 

Genes que codifican para la glutatión-S-transferasa (gst), tiorredoxina (trx), glioxa lasa 

(gly), aconitasa (aco), citocromo P450 (cyp450) y succinil-CoA-3-cetoácido-coenzima A 

transferasa (scot) también se sobre expresaron. Curiosamente oax (logFC = 5.24) y ish1 

(logFC = 4.84) genes que codifican para la enzima antioxidante auxiliar y el sensor de 

respuesta al estrés respectivamente, fueron regulados positivamente. 

Estos resultados confirman que el estrés por salinidad en 5.13 M NaCl resultó en estrés 

oxidativo en A. sydowii EXF-12860. Por tanto, este hongo halófilo regula positivamente la 

expresión transcripcional de diferentes genes implicados en la defensa en condiciones de 

estrés oxidativo. Nuestros resultados sugieren que la reprogramación transcripcional que 

ocurrió en EXF-12860 expuesto a NaCl 5.13 M podría haber ayudado a superar el 

desequilibrio entre los niveles celulares de oxidantes (ROS) y antioxidantes. En este 

contexto, las catalasas, superóxido dismutasas y glutatión reductasas son enzimas con  

efectos antioxidantes que limitan el daño de las ROS (Sarıkaya, 2020). Las glutat ión 

reductasas y las glutatión-S-transferasas desempeñan un papel clave  en el ciclo redox del 

glutatión, manteniendo niveles adecuados de glutatión reducido para conectarse con  

diferentes vías metabólicas de desintoxicación de ROS (Aktaş et al., 2005; Calabrese et al., 

2017). El glutatión reducido también sirve como puente con  otros metabolismos de 

desintoxicación que reaccionan con  hidroperóxidos o peróxidos de lípidos a través de la 

glutatión peroxidasa (Couto et al., 2016).  

Aunque los niveles de glutatión no se modificaron en gran medida con NaCl 5.13 M, la 

sobreexpresión del gen de la glutatión reductasa sugiere que A.  sydowii  EXF-12860 

presentó una respuesta transcriptómica para mantener niveles reducidos de glutatión en la 

célula fúngica. La glutatión peroxidasa no se expresó diferencialmente, probablemente 

porque los niveles de hidroperóxido eran menores en ambas concentraciones de NaCl 

(Figura 5 B). Esta peroxidasa citosólica dependiente de glutatión reducido media la 

reducción de hidroperóxidos formados en las células. Nuestros resultados bioquímicos y 

transcriptómicos señalan que la catalasa, la superóxido dismutasa y la glutatión reductasa 

actuaron juntas como un sistema de defensa antioxidante primario para proteger a A. 

sydowii EXF-12860 contra moléculas peroxidantes en condiciones extremas de salinidad. 
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Tabla 1. Expresión transcriptómica de genes de Aspergillus sydowii EXF-12860 
relacionados con las respuestas al estrés oxidativo inducidas por la condición hipersalina. 

 

 

Transcrito ID Anotación Genes ID LogFC FDR 

TRINITY_DN892_c0_g1_i12 

Catalase A catA 

11.27 4.46E-04 

TRINITY_DN892_c0_g1_i4 10.73 6.37E-04 

TRINITY_DN892_c0_g1_i3 -4.12 2.57E-03 

TRINITY_DN892_c0_g1_i6 -5.08 2.69E-04 

TRINITY_DN892_c0_g1_i11 -11.27 2.46E-08 

TRINITY_DN892_c0_g1_i9 -11.94 2.53E-09 

TRINITY_DN892_c0_g1_i10 -14.33 1.37E-11 

TRINITY_DN1037_c0_g1_i5 
Glyoxalase I 

 
gly1 

11.15 4.82E-04 

TRINITY_DN1037_c0_g1_i4 10.40 9.77E-04 

TRINITY_DN2716_c0_g2_i1 3.85 5.32E-02 

TRINITY_DN1197_c0_g1_i1 

Cystathionine gamma-lyase cth 

10.51 8.67E-04 

TRINITY_DN1197_c0_g1_i7 7.20 3.63E-06 

TRINITY_DN1197_c0_g1_i6 3.66 8.26E-03 

TRINITY_DN2112_c0_g1_i19 Cytochrome P450 alkane hydroxylase  cyp 9.84 9.10E-07 

TRINITY_DN3588_c0_g1_i1 

Cytochrome P450 cyp 

6.65 4.76E-06 

TRINITY_DN2010_c0_g1_i16 4.89 3.88E-04 

TRINITY_DN2010_c0_g1_i10 4.65 7.22E-04 

TRINITY_DN312_c0_g1_i9 -4.57 1.59E-03 

TRINITY_DN312_c0_g1_i2 -3.67 8.32E-03 

TRINITY_DN4029_c0_g1_i2 Aconitate hydratase aco1 8.88 7.12E-06 

TRINITY_DN1574_c0_g1_i2 Alternative oxidase-domain-containing protein aox 5.25 1.47E-04 

TRINITY_DN1793_c0_g1_i1 Fe-S  cluster assembly protein dre2 dre2 5.24 1.51E-04 

TRINITY_DN10053_c1_g1_i1 Peroxirredoxin 6 prdx6 5.20 1.89E-04 

TRINITY_DN2598_c0_g1_i4 
Cytosolic  Cu/Zn superoxide dismutase sod1 

5.01 2.74E-04 

TRINITY_DN2598_c0_g1_i3 4.38 1.66E-03 

TRINITY_DN1168_c0_g2_i5 Stress response protein putative ish1 4.84 8.67E-04 

TRINITY_DN681_c0_g1_i14 Glutaredoxin/glutathione-dependent peroxiredoxin prx1 4.73 7.03E-04 

TRINITY_DN1443_c0_g1_i3 

Tiorredoxin-like protein 
trx 

 

4.39 1.36E-03 

TRINITY_DN1443_c0_g1_i3 
-

5.45 
2.93E-04 

TRINITY_DN2569_c2_g2_i1 

Glutathione S -transferase gst 

4.19 2.90E-03 

TRINITY_DN9329_c0_g1_i1 -4.15 5.47E-03 

TRINITY_DN473_c0_g1_i3 
-

10.53 
1.67E-07 

TRINITY_DN902_c0_g1_i5 Superoxide dismutase [Mn] mitochondrial sod2 4.21 3.20E-03 

TRINITY_DN902_c0_g1_i4 Superoxide dismutase Fe-Mn family sod2 3.65 7.90E-03 

TRINITY_DN2375_c0_g1_i2 MAP kinase kinase kinase ask1 -3.80 5.87E-03 

TRINITY_DN38_c0_g1_i5 
Homocysteine synthase cysD 

-3.84 7.67E-03 

TRINITY_DN50_c0_g1_i16 -6.25 8.00E-05 

TRINITY_DN1899_c0_g1_i4 

Succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A transferase scot 

-4.23 2.02E-03 

TRINITY_DN1899_c0_g1_i2 -5.14 2.47E-04 

TRINITY_DN1899_c0_g1_i5 -9.54 1.81E-06 

TRINITY_DN1899_c0_g1_i6 -9.57 1.71E-06 

TRINITY_DN298_c0_g1_i11 Glyoxalase II ( Hydroxyacylglutathione hydrolase) gly2 -4.45 1.78E-03 

TRINITY_DN1341_c0_g1_i2 NAD(P)H dehydrogenase (quinone) ipda  -8.91 9.70E-06 
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Otra defensa antioxidante que mostró genes regulados positivamente en A. sydowii EXF-

12860 fue el sistema de tiorredoxina, que participa en la eliminación de ROS, 

particularmente H2O2. Las tiorredoxinas detectan el estrés oxidativo, mantienen el estado 

redox relacionado con el tiol y activan proteínas de señalización como peroxirredoxinas y 

quinasas (Fujino et al., 2006). Posteriormente, las peroxirredoxinas también juegan un 

papel importante en la estabilización del equilibrio redox de tiorredoxina (Matsuzawa, 

2017). Además, las peroxirredoxinas participan en la señalización de la información redox 

y en el control del metabolismo celular (Liebthal et al., 2018). Los genes que codifican 

peroxirredoxina, tiorredoxina reductasa y proteínas de la familia de tiorredoxina, todos 

involucrados en el sistema de tiorredoxina, se regularon positivamente en A. sydowii EXF-

12860 crecido a 5.13 M de NaCl. 

La cisteína es un aminoácido crucial para la respuesta celular antioxidante (Matsuzawa, 

2017). Por el contrario, la homocisteína, un derivado de la metionina, perturba la síntesis 

de proteínas, contribuye a la formación de ROS y promueve reacciones de hipermetilac ión 

en la célula, lo que podría alterar la expresión y regulación génica (Richard et al., 2018; 

Esse et al., 2019). Por tanto, durante el estrés oxidativo es crucial reducir eficazmente los 

niveles de homocisteína intracelular que pueden condensarse con serina para formar 

cistationina mediante la cistationina β-sintasa (CBS). La cistationina finalmente se 

convierte en cisteína a través de la cistationina gamma-liasa (CSE) (Taysi et al., 2015; Esse 

et al., 2019). Encontramos que los genes cbs y cse fueron regulados positivamente durante 

el crecimiento en condiciones de estrés por salinidad. Como era de esperar, los genes de la 

homocisteína sintasa (cys) fueron regulados negativamente. Estos genes codifican enzimas 

que catalizan la conversión de O-acetil-L-homoserina en homocisteína en la vía de 

biosíntesis de metionina (Esse et al., 2019).  Nuestros resultados sugieren que la síntesis de 

homocisteína está apagada, mientras que la conversión de homocisteína en cisteína se activa 

transcripcionalmente. Esta estrategia también evidencia la defensa antioxidante de este 

hongo en condiciones hipersalinas. 

Finalmente, también se analizó el sistema glioxalasa. El papel de las glioxalasas se ha 

relacionado con  la respuesta al estrés en eucariontes, lo que contribuye a conferir tolerancia 

a los factores ambientales estresantes (Sankaranarayanan et al., 2017). Por ejemplo, se han 

propuesto como biomarcadores para la tolerancia al estrés abiótico en plantas (Kaur et al., 
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2014). Sin embargo, las glioxalasas fueron principalmente relacionadas con la vía de 

desintoxicación del metilglioxal, un producto citotóxico de la glucólisis. Las glioxalasas 

catalizan la conversión de metilglioxal en D-lactato utilizando glutatión reducido como 

cofactor (Thornalley, 1990). Se ha informado que varios estreses abióticos, incluida la 

salinidad y la privación de agua, aumentan las concentraciones intracelulares de 

metilglioxal, que es eliminado por glioxalasas codificadas por los genes glyI y glyII 

(Sankaranarayanan et al., 2017). La glioxalasa I media la combinación de metilglioxal con  

glutatión reducido para formar S-lactoilglutatión, que luego se convierte en D-lactato a 

través de las glioxalasas II que también regeneran el glutatión reducido (Crook and Law, 

1952). También encontramos regulados positivamente transcritos para el gen glyI que 

codifica S-D-lactoilglutatión liasa. 

Además, analizamos la transcripción de genes relacionados con  la oxidación de lípidos por  

tratarse de un proceso fuertemente inducido por  el estrés oxidativo (Busch and Binder, 

2017). Cinco transcritos que correspondían a dos diferentes scot, gene que codifica para 

succinil-CoA-3-cetoácido-coenzima A transferasa, se expresaron diferencialmente (Tabla 

1). Si bien solo  un gen (id de transcripción: DN1270)  se regulaba positivamente bajo estrés 

por  salinidad (logFC= 5,04), cuatro isoformas del otro gen (id de transcripción: DN1899)  

estaban reguladas negativamente. Este  gen también mostró un uso diferencial de la 

transcripción. Las transferasas succinil-CoA-3-cetoácido-coenzima A son enzimas de la 

matriz mitocondrial con  una función central en el catabolismo de cuerpos cetónicos. El 

vínculo entre los genes scot y el estrés oxidativo no se ha estudiado de forma exhaust iva. 

En la bacteria Burkholderia pseudomallei, se ha sugerido que scot responde a ROS externos 

(Chutoam et al., 2013). Aunque se planteó la hipótesis de que las transferasas de succinil-

CoA-3-cetoácido-coenzimaA son necesarias para transferir CoA de succinil-CoA a lípidos 

oxidados durante el estrés oxidativo, los niveles de mRNA de los genes scot fueron 

regulados negativamente en B. pseudomallei. La regulación transcripcional negativa de los 

genes  scot puede reducir los niveles intracelulares de acetoacetil-CoA y la reducción de 

NADH y FADH2, que resulta en una menor cantidad de ROS intracelulares (Folgueira et 

al., 2020). Entonces, no es sorprendente que A.  sydowii EXF-12860 redujo la transcripc ión 

de cuatro transcritos diferentes que codifican para transferasas de succinil-CoA-3-

cetoácido-coenzimaA en condiciones hipersalinas. 



69 

 

Finalmente, aox el gen que codifica para una oxidasa alternativa se incrementó en condición 

hipersalina (logFC= 5,25). Las oxidasas alternativas, que son sintetizadas por  una gran 

variedad de plantas, hongos y algunos protistas, constituyen una cadena respiratoria 

alternativa que confiere resistencia a diferentes estresores ambientales (Folgueira et al., 

2020) (McDonald, 2008). Estas enzimas permiten el flujo de electrones a través de la cadena 

respiratoria de fosforilación oxidativa incluso en presencia de niveles tóxicos de ROS que 

inhiben los complejos III y IV. La actividad de las oxidasas alternativas es crucial cuando 

se produce una acumulación de O2
- derivados del complejo III como consecuencia del estrés 

oxidativo (Warris and Ballou, 2019).                

Los genes aox están vinculados al desarrollo de los hongos en condiciones de estrés (Lin et 

al., 2019; Barsottini et al., 2020). En Candida albicans, las oxidasas alternativas están 

íntimamente involucradas en el crecimiento de la levadura durante la exposición al 

fluconazol (Yan et al., 2009), mientras que estas enzimas son relevantes durante el 

crecimiento de A. fumigatus (Grahl et al., 2012; Kowalski et al., 2016) y Botrytis cinerea 

(Lin et al., 2019) en condiciones hipóxicas. Adicionalmente, los genes aox se han regulado 

positivamente en varios hongos como A. niger, Yarrowia lipolytica (Honda et al., 2012), A. 

fumigatus (Yukioka et al., 1998), Hansenula anomala (Minagawa et al., 1992), y 

Paracoccidioides brasilenses (Martins et al., 2011) en respuesta al estrés oxidativo o la 

privación de agua. 

Nuestros resultados concuerdan con los informados por (Petrovič, 2006) que estudiaron la 

respuesta transcripcional en la levadura halotolerante H. werneckii durante su crecimiento 

en condiciones hipersalinas. En H. werneckii, la expresión de genes que codifican para 

aconitasa y la proteína de agrupación Fe-S (nicotinamida adenina dinucleótido (NADH) 

deshidrogenasa) se incrementó con 17% (2.9M) de NaCl. Además, estos genes fueron 

regulados positivamente en A. sydowii EXF-1286 en NaCl 5.13 M. La aconitasa y la NADH 

deshidrogenasa funcionan como sensores de equilibrio redox mitocondrial y son uno de los 

principales objetivos moleculares de ROS (Bulteau et al., 2003). Al mismo tiempo, la 

aconitasa, por ejemplo, es una enzima clave  en el ciclo de Krebs, mientras que la NADH 

deshidrogenasa es un componente importante del complejo I para el flujo de electrones 

durante la respiración mitocondrial. Por lo tanto, pueden sobreexpresarse en condiciones de 

alta  salinidad para mantener niveles fisiológicos suficientes de enzimas que mantienen 
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encendidos el ciclo de Krebs  y preservan la función de señalización como sensor de estado 

redox, o para apoyar la producción de ATP, respectivamente (Petrovič, 2006). También se 

encontraron resultados similares en el proteoma de H. werneckii expuestos a NaCl 3,0 M y 

4,5 M (Vaupotic et al., 2008). Nuestros resultados bioquímicos y transcriptómicos señalan 

que la catalasa, la superóxido dismutasa y la glutatión reductasa actuaron juntas como un 

sistema de defensa antioxidante primario para proteger A. sydowii EXF-12860 contra 

moléculas peroxidantes en condiciones extremas de salinidad. Este ascomiceto halófilo 

regulado positivamente bajo Na+ enfatiza un conjunto de genes que evidencia la explotación 

de una extensa respuesta antioxidante que también incluye los sistemas de glutat ión, 

tiorredoxina y glioxalasa. La figura 7 representa un modelo celular con la defensa 

antioxidante de A. sydowii EXF-12860 a concentración saturada de NaCl. 

 

Figura 7. El modelo de defensa antioxidante celular de Aspergillus sydowii EXF-12860 en concentración saturada de 

NaCl. En los círculos verdes (no enzimáticos) y amarillos (enzimáticos) se señalan los componentes de las vías 

implicadas en las respuestas al estrés oxidativo. En negrita las moléculas que no se encontraron en el análisis 

transcriptómico, en rojo y resaltado las proteínas cuyos transcritos están regulados positivamente y en azul y resaltado 

las proteínas cuyos transcritos están regulados negativamente. 
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 6.5. Perfiles transcripcionales de mRNA y análisis de la ontología genética de Aspergillus 

sydowii EXF-12860 a una concentración saturada de NaCl. 

 

Varios estudios abordan las adaptaciones de los hongos halotolerantes y halófilos a 

condiciones salinas e hipersalinas (Zajc et al., 2013; Liu et al., 2017; Gunde-Cimerman et 

al., 2018; Turk and Gostinčar, 2018; Ding et al., 2019; Tafer et al., 2019; Lee et al., 2021).  

Sin embargo, sólo unos pocos investigaron los mecanismos fúngicos que ocurren a 

concentraciones saturadas de NaCl (≥ 5 M de NaCl) (Kogej et al., 2007b; Kunčič et al., 2010; 

Zajc et al., 2013). Este es el primer estudio dirigido a analizar el perfil de mRNA de un hongo 

filamentoso ascomiceto halófilo expuesto a una concentración saturada de NaCl (5.13 M). 

Para profundizar en los mecanismos moleculares de adaptación del hongo halófilo A. sydowii 

EXF-12860 a una actividad hídrica extremadamente baja debida a una elevada concentración 

de NaCl, analizamos los perfiles de mRNA obtenidos a partir de tres cultivos líquidos YMA 

independientes de A. sydowii en fase exponencial, cultivados a una concentración óptima y 

saturada de NaCl. El análisis reveló 41,309 secuencias transcritas y 1,842 genes expresados 

diferencialmente (logFC > 1,5, valor p < 0,05) en saturación de NaCl en comparación con la 

concentración óptima de NaCl. En el perfil transcripcional se encontraron 704 genes 

regulados positivamente y 1,138 regulados negativamente. El 89% de los genes expresados 

diferencialmente pudieron ser anotados con KEGG, mientras que 193 (1,25%) genes 

codifican para proteínas con funciones desconocidas. 

El análisis GO mostró 26 procesos biológicos, 26 funciones moleculares y cuatro términos 

GO de componentes celulares significativamente enriquecidos (valor p < 0,05, prueba de 

Fisher) (Fig. 8A-C). Los procesos biológicos enriquecidos, sobrerrepresentados según los 

perfiles de mRNA, fueron el sistema de transducción de señales de fósforo, el tráfico de RNA 

y proteínas a través del núcleo, la regulación de la expresión génica, la regulación de las 

macromoléculas y el metabolismo primario, la fermentación no glicolítica, la biosíntesis de 

polisacáridos, la biosíntesis de ß-glucanos de la pared celular, el metabolismo de los polioles 

(es decir, el metabolismo del glicerol), el catabolismo de los cuerpos cetónicos y la oxidación 

del NADH (Fig. 8A). 
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Figura 8. Gráfico de tarta (A-C) que muestra el enriquecimiento de términos de la ontología génica (GO) a 

partir de las anotaciones funcionales sobrerrepresentadas en el conjunto  de transcritos expresados 

diferencialmente de Aspergillus sydowii expuesto a la privación extrema de agua por la sal (5.13 M de NaCl) 

en comparación con la concentración óptima de sal para el crecimiento (1 M de NaCl). Los GOs se nombran 

con números del 1 al 56. (A) Proceso biológico (círculos verdes, 1-26). (B) Función molecular (círculos azules, 

27-52). (C) Componente celular (círculos rojos, 53-56). El círculo blanco dentro de los donuts representa logFC 

= 0. Los transcritos asociados a cada GO se representan en base a su valor logFC como: ● transcripciones 

reguladas positivamente (logFC > 2); ● transcripciones reguladas negativamente (logFC < -2). (D) Red 

multiescala obtenida a partir de los datos de enriquecimiento de GO. Se observan tres nodos princip ales (PN1, 

PN2, PN3), un nodo secundario (SN) y dos nodos aislados (IN). Sólo los GO que comparten más de tres 

transcritos entre sí están representados en la red basada en términos GO. 

Leyenda GO. Proceso biológico: 1-GO:0000160 sistema de transducción de señales por fosforilación; 2-

GO:0000972 fijación dependiente de la transcripción del DNA del gen de la RNA polimerasa II en la periferia 

nuclear; 3-GO:0006071 proceso metabólico del glicerol; 4-GO:0006116 oxidación del NADH; 5-GO:0006405 

exportación de RNA del núcleo; 6-GO:0006606 importación de proteínas al núcleo; 7-GO: 0010468 regulación 

de la expresión génica; 8-GO:0018106 fosforilación de peptidil-histidina; 9-GO:0019662 fermentación no 

glicolítica; 10-GO:0023014 transducción de señales por fosforilación de proteínas; 11-GO:0046168 proceso 

catabólico de glicerol-3-fosfato; 12-GO:0046777 autofosforilación de proteínas; 13-GO:0046952 proceso 

catabólico de cuerpos cetónicos; 14-GO: 0051170 importación al núcleo; 15-GO:0044260 proceso metabólico 

de las macromoléculas celulares; 16-GO:0019751 proceso metabólico de los polioles; 17-GO:0005977 proceso 

metabólico del glucógeno; 18-GO:0046434 proceso catabólico de los organofosforados; 19-GO:0051664 

localización del poro nuclear; 20-GO:0060255 regulación del proceso metabólico de las macromoléculas; 21-

GO: 0080090 regulación del proceso metabólico primario; 22-GO:0071970 proceso biosintético de la pared 

celular de tipo fúngico (1->3)-β-D-g lucano; 23-GO:0005978 proceso biosintético del glucógeno; 24-
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GO:0006073 proceso metabólico del glucano celular; 25-GO:0000271 proceso biosintético del polisacárido; 

26-GO:0033692 proceso biosintético del polisacárido celular. Función molecular: 27-GO:0004673 actividad 

histidina quinasa proteica; 28-GO:0016744 actividad transferasa, transferencia de grupos aldehído o cetónicos; 

29-GO:0008260 actividad CoA-transferasa de 3-oxoácidos; 30-GO:0050193 actividad fosfocetolasa; 31-

GO:0008410 actividad CoA-transferasa; 32-GO:0016775 actividad fosfotransferasa, grupo nitrogenado como 

aceptor; 33-GO: 0016782 actividad transferasa, transferencia de grupos que contienen azufre; 34-GO:0017056 

constituyente estructural del poro nuclear; 35-GO:0032559 unión de adenil ribonucleótidos; 36-GO:0051287 

unión de NAD; 37- GO:0008776 actividad acetato quinasa; 38-GO:0003729 unión de mRNA; 39-GO:0032555 

unión de purina ribonucleótidos; 40-GO: 0016758 actividad hexosiltransferasa; 41-GO:0005524 unión de ATP; 

42-GO:0000155 actividad fosforelasa sensorial; 43-GO:0004134 actividad 4-α-glucanotransferasa; 44-

GO:0004135 actividad amilo-α-1,6-glucosidasa; 45-GO:0004367 actividad glicerol-3-fosfato deshidrogenasa 

[NAD+]; 46-GO:0004802 actividad transketolasa; 47-GO: 0009927 actividad histidina fosfotransferasa; 48-

GO:0016773 actividad fosfotransferasa, grupo alcohol como aceptor; 49-GO:0047952 actividad glicerol-3-

fosfato deshidrogenasa [NAD(P)+]; 50-GO:0042124 actividad 1,3-β-glucanosiltransferasa; 51-GO:0004133 

actividad enzima de desramificación del glucógeno; 52-GO:0016832 actividad aldehído-liasa. Componente 

celular: 53-GO:0009331 complejo glicerol-3-fosfato deshidrogenasa; 54-GO:0005887 componente integral de 

la membrana plasmática; 55-GO:0031080 anillo exterior del poro nuclear; 56-GO:0031225 componente 

anclado de la membrana. 

 

 Los procesos biológicos enumerados anteriormente de EXF-12860 reflejan la amplia 

reprogramación fisiológica necesaria de la célula fúngica a concentraciones saturadas de 

NaCl. Algunos de estos procesos metabólicos, incluyendo la biosíntesis de glicanos y 

polisacáridos de la pared celular, el sistema de transducción de señales de fosforilación y el 

metabolismo de los polioles, fueron identificados como cruciales en los dos hongos modelo 

más investigados para adaptarse a condiciones hipersalinas, el basidiomice to 

obligatoriamente halófilo Wallemia ichthyophaga y la levadura negra extremadamente 

halotolerante Hortaea werneckii (Kogej et al., 2007b; Zajc et al., 2013; Gunde-Cimerman et 

al., 2018). El metabolismo del glicerol y la regulación del metabolismo primario también se 

enriquecieron en las levaduras no convencionales halotolerantes Hyphopichia burtonii e 

Hyphopichia pseudoburtonii cuando se expusieron al estrés salino (Lee et al., 2021). Las 

funciones biológicas sobrerrepresentadas de EXF-12860 a concentraciones saturadas de 

NaCl también están relacionadas con las adaptaciones necesarias para el crecimiento a bajas 

temperaturas, ya que ambas condiciones inducen una baja actividad del agua. La levadura 

psicrófila Rhodotorula frigidialcoholis, recientemente descrita, cuando se cultiva a 0 ºC y 23 

ºC, tiene a 0 ºC transcritos más abundantes relacionados con el metabolismo de los 

carbohidratos, el metabolismo primario, la transducción de señales y la biosíntesis de 

glicanos  (Touchette et al., 2021). 

En correlación con los procesos biológicos enriquecidos, nuestros datos del transcriptoma 
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revelaron que la actividad de transferasa de CoA, glicanos, grupos cetónicos, aldehídos, 

fosfatos y grupos que contienen azufre, junto con los procesos de NAD, de unión de mRNA 

y ATP, y de cinasa de sensores de fosforilación fueron las categorías GO de función 

molecular con el mayor número de genes expresados de forma diferencial (Fig. 8B). La 

actividad de la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa mostró sólo genes regulados negativamente 

(Fig. 8B), lo que es consistente con las bajas concentraciones de glicerol reportadas en 

estudios previos de nuestro grupo.  Este resultado es muy interesante ya que es 

completamente opuesto a la respuesta al estrés salino en otros hongos (Zajc et al., 2014b; 

Gunde-Cimerman et al., 2018; Turk and Gostinčar, 2018; Lee et al., 2021). Por último, las 

categorías de componentes celulares sobrerrepresentadas estaban relacionadas con los 

componentes estructurales de la membrana, el anillo exterior del poro nuclear y el complejo 

glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (Fig. 8C). En conclusión, el análisis de categorías GO 

expuso que la mayoría de los genes expresados diferencialmente estaban involucrados en el 

metabolismo primario y la transducción de señales. 

Se obtuvo una red multiescala GO a partir de los datos de enriquecimiento GO (Fig. 8D). La 

ilustración de la red derivada de GO mostró que el término GO ATP binding constituye el  

nodo principal de la red y muestra interacciones directas entre el nodo central (CN) y otros 

tres nodos principales (PN). El primer nodo (PN1) alberga GO relacionados con el sistema  

de transducción de señales por fosforilación, la autofosforilación de proteínas, la 

transducción de señales por fosforilación de proteínas, la actividad quinasa del sensor de 

fosforilación y la actividad quinasa de la fosfotransferasa. El PN2 alberga procesos de 

metabolismo de polisacáridos celulares y fermentación no glicolítica y el PN3 actividad 

transferasa de CoA y grupos que contienen azufre, nitrógeno y fósforo (Fig. 8D). También 

se observó un nodo secundario (SN) relacionado con el metabolismo del glicerol, el NAD y 

los carbohidratos. Además, se identificaron dos nodos aislados (IN), relacionados 

principalmente con: IN-1) el metabolismo de los componentes de la pared celular y el 

componente anclado de la membrana, e IN-2) los procesos relacionados con la exportación 

de RNA desde el núcleo, la exportación de proteínas al núcleo y los componentes 

estructurales del poro nuclear. Este análisis revela una imagen completa que muestra grupos 

de firmas GO informativas, indicando procesos biológicos relevantes y funciones 

moleculares relacionadas con la tolerancia hipersalina en A. sydowii EXF-12860: 
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transducción de señales de fosforilación, metabolismo de polisacáridos y actividad 

transferasa. 

  

6.6. El análisis de las adaptaciones moleculares al NaCl saturado puso de manifiesto la 

importancia de la vía de transducción de señales del glicerol de alta osmolaridad (HOG) y 

de la ultraestructura y morfología de la pared celular. 

 

En la Figura 9 y en el Anexo 3 se presenta un resumen de los genes expresados 

diferencialmente en la concentración de NaCl saturado. La vía de transducción de señales 

del glicerol de alta osmolaridad (HOG) media en la detección y respuesta al estrés osmótico 

en microorganismos halófilos y halotolerantes, incluídos los hongos (Gunde-Cimerman et 

al., 2018). En A. sydowii sho1 (logFC = 11,65), cla4 (logFC = 4,15), y ssk1 (logFC = 11,65) 

fueron regulados positivamente en la concentración saturada de NaCl, mientras que otros 

genes relacionados con HOG como hog1 (logFC = -6,31), ste20 (logFC = -10,28), y ssk2 

(logFC = -3,81) fueron regulados negativamente (Fig. 9A, B). El gen osmosensor 

transmembranal sho1, que desempeña un papel crítico en la detección de la falta de agua, se 

sobreexpresó transcripcionalmente. Curiosamente, el gen híbrido de la histidina quinasa 

sln1, con un papel putativo en la detección de osmosis, mantuvo sus niveles de transcripc ión 

tanto en concentraciones óptimas como saturadas de NaCl. Aunque el gen ssk1, que codifica 

un regulador de la respuesta a la fosforilación, reconocido como un activador de la MAPK 

Hog1, fue regulado positivamente en la concentración saturada de NaCl, el gen de la 

MAPKK ssk2 fue desactivado dando lugar a una regulación negativa del gen hog1. Estos 

resultados sugieren que los genes osmoresponsables podrían ser activados temporalmente 

en la transcripción y que otros factores también podrían jugar un papel clave en su regulac ión 

transcripcional (Kejžar et al., 2015). La concentración saturada de NaCl también induce 

cambios importantes en los niveles transcripcionales de los genes relacionados con la 

ultraestructura y la morfología de la pared celular (Gunde-Cimerman et al., 2018). 
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Figura 9. Resumen de los principales mecanismos de tolerancia de Aspergillus sydowii cultivado a una 

concentración saturada de NaCl (5.13 M NaCl) en comparación con la concentración óptima de sal para el 

crecimiento (1 M NaCl). (A) Gráfico de barras que muestra los valores logFC de todos los genes expresados 

diferencialmente que participan en la vía del glicerol de alta osmolaridad (HOG), la biosíntesis de la pared 

celular, los transportadores de la membrana celular, la morfología del micelio y el ciclo celular. (B) Genes 

relacionados con las vías de señalización MAPK que responden a una condición de hiperosmolaridad. Los 

recuadros/letras rojas, azules y negras indican los genes regulados al alza, los regulados negativamente y los 

expresados de forma no diferencial, respectivamente. (C) Composición de la pared celular inferida a partir de 

la expresión de los genes implicados en la síntesis de los componentes de la pared celular (quitina, proteínas -

se muestran especialmente las hidrofobinas -, glucanos, manosa). Se representan modelos de pared celular 

pertenecientes a 1 M de NaCl (arriba) y 5.13 M de NaCl (abajo). (D) Transportadores de membran a 

citoplasmática expresados diferencialmente a una concentración saturada de NaCl. chaA, csc1 y atp2c son 

componentes de la vía de señalización del Ca2+. La concentración de Ca2+ dentro de la célula controla el 

crecimiento polarizado de la hifa. (E) Microscopía electrónica de A. sydowii cultivado a 1 M de NaCl 

(crecimiento polarizado) y 5.13 M de NaCl (crecimiento no polarizado). Barras de escala = 100 µm. (F) Genes 

expresados diferencialmente relacionados con el ciclo celular. 
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En A. sydowii EXF-12860 cultivada a una concentración saturada de NaCl los genes 

relacionados con la síntesis de quitina, manosa y proteínas de la pared celular fueron 

regulados negativamente, mientras que el gas1 que codifica la proteína que contiene el 

dominio de la glucanosiltransferasa y el gen fks1 que codifica la ß-1,3 glucano sintasa, 

implicado en la biosíntesis de ß-1,3 glucanos, fueron regulados positivamente (Fig. 9A). Un 

conjunto de MAPKs (es decir, Sac7, Rho1, Stt4, Bck1, Mkk1/2, Bni1, Rom1/2, etc.) median 

la capacidad del hongo para cambiar entre diferentes estructuras de la pared celular en 

respuesta al estrés salino (Levin, 2005), crucial para recuperar la rigidez de la pared celular, 

la porosidad y la permeabilidad en los hongos halófilos (Gunde-Cimerman et al., 2018). Las 

MAPKs relacionadas con la vía de respuesta al daño de la pared celular, excepto el gen sac7 

que codifica una proteína activadora de GTPasas de Rho1 (Cid et al., 1998), fueron 

reguladas negativamente en A. sydowii EXF-12860 a la concentración saturada de NaCl 

(Fig. 9A, B). Curiosamente, los genes que codifican las hidrofobinas no se expresaron de 

forma diferencial en A. sydowii expuesta a la concentración saturada de NaCl, como se 

observó a 0,5 M y 2 M de NaCl (Pérez-Llano et al., 2020). Las hidrofobinas son proteínas 

anfipáticas asociadas a la pared celular, que fueron transcripcionalmente reguladas 

positivamenteen el hongo halófilo obligado W. ichthyophaga, indicando su importante papel 

en la adaptación de la pared celular a la salinidad (Turk and Gostinčar, 2018). Según el perfil 

transcripcional observado en A. sydowii EXF-12860, proponemos dos tipos de adaptaciones 

de la pared celular, una relacionada con concentraciones de 1 M y otra con concentraciones 

saturadas de NaCl (Fig. 9C). Nuestra hipótesis es que la pared celular a la concentración 

saturada de NaCl contiene una mayor cantidad de ß-1, 3 glucanos con mayor porosidad y 

menor rigidez debido a la biosíntesis reprimida de quitina. Esta hipótesis debe ser evaluada 

más a fondo mediante resonancia magnética nuclear de alta resolución. 

Otros genes expresados diferencialmente en la concentración saturada de NaCl estaban 

relacionados con la inanición y la síntesis de feromonas (Fig. 9B), como el gen rsp5, que 

codifica la ubiquitina-proteína ligasa E3 necesaria para el apareamiento desencadenado por 

las feromonas (Wang et al., 1999). Normalmente, esta señal de apareamiento se une a un 

receptor de la superficie celular Ste (es decir, Ste2/Ste3), que a su vez activa una cascada de 

MAP quinasas que da lugar a la expresión de genes promotores del apareamiento (Zhu et 

al., 2011). Los genes cla4 y ste20 que codifican quinasas implicadas en la respuesta a la 
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feromona (Melanie et al., 2007) se expresaron de forma diferencial en A. sydowii expuesta 

a una concentración saturada de NaCl (logFC = 4,15 y logFC = -10,28, respectivamente ). 

En la respuesta a la feromona, el producto del gen bem1, que fue regulado negativamente 

(logFC = -5,53), es necesario para la activación de Cdc42 en yuxtaposición con Ste20. Dado 

que este paso es crítico para desencadenar la respuesta fúngica a la feromona (Alvaro and 

Thorner, 2016), parece que las condiciones extremas de NaCl disminuyen el apareamiento 

en A. sydowii. Hay que añadir que la interrelación entre la señalización fúngica de la 

feromona y las altas concentraciones de NaCl es todavía poco conocida. 

A altas concentraciones de NaCl las células fúngicas están expuestas a niveles tóxicos de 

iones de sodio (Na+). Para mantener la homeostasis iónica transmembrana l, el potencial de 

membrana, el pH intracelular y otros procesos fisiológicos relacionados, deben variar los 

transportadores iónicos transmembranales (Ariño et al., 2010). En A. sydowii EXF-12860, 

la transcripción de los genes que codifican los transportadores que facilitan la afluencia de 

glucosa, aminoácidos y Na+ fueron regulados positivamente (Fig. 9A, D), de forma simila r 

a lo observado en el halófilo obligado W. ichthyophaga, que aumentó la tasa de transcripc ión 

de varios ATPs Ena exportadores de Na+ para preservar la relación K+/Na+ intracelular y 

aumentó la captación de glucosa para mantener los flujos metabólicos en concentraciones 

limitantes de NaCl (Zajc et al., 2013). En A. sydowii, a una concentración saturada de NaCl, 

la transcripción del simportador de glicerol/H+ STL1, que regula los niveles de glicero l 

intracelular, fue regulada positivamente(logFC = 4,76), como se observó en Saccharomyces 

cerevisiae expuesto a un choque hiperosmótico y en otros hongos cultivados en condiciones 

hipersalinas (Kogej et al., 2007a; Zajc et al., 2013).  

En A. sydowii, en condiciones de saturación de NaCl, varios transportadores de Ca2+ fueron 

regulados negativamente (Fig. 9A) y, en consecuencia, el crecimiento polarizado se vio 

drásticamente afectado (Fig. 4E). Esto fue apoyado por la represión transcripcional del gen 

bem1 (logFC = -5.53), requerido para la polaridad celular del hongo (Leberer et al., 1996). 

Otros genes relacionados con la morfogénesis, la citocinesis, el crecimiento polarizado y la 

formación de tubos germinales, como boi2 (logFC = -11,57), rgd1 (logFC = -11,13), myo5 

(logFC = -9,71) y dync1 (logFC = -6,0), también fueron regulados negativamente (Fig. 4A). 

En la concentración saturada de NaCl, los genes implicados en el ciclo celular también 

fueron regulados negativamente (Fig. 9A, F) proporcionando una fuerte evidencia de la 
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influencia de las concentraciones extremadamente altas de NaCl en el crecimiento celular y 

el aumento de las necesidades de energía para mantener los flujos metabólicos y los procesos 

fisiológicos en A. sydowii en esta condición extrema. La detención del ciclo celular es una 

estrategia bien documentada en levaduras y hongos filamentosos para hacer frente a la 

hiperosmolaridad (Solé et al., 2015). En presencia de diferentes estímulos (es decir, 

osmostress), las células deben retrasar la progresión del ciclo celular para permitir las 

respuestas adaptativas a las nuevas condiciones ambientales antes de que las células 

desencadenen períodos de transición del ciclo celular vulnerables. En levaduras como 

Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe, la privación de agua induce la 

fosforilación de la quinasa Hog1, que participa en la regulación de todas las fases del ciclo 

celular y se observa una rápida detención del ciclo celular (Saito and Posas, 2012). En A. 

sydowii expuesto a la hiperosmolaridad (5.13 M de NaCl) la progresión del ciclo celular se 

detiene en la fase S, pero principalmente en la fase G2 y en la transición G2/M (Fig. 9A y 

F). Se ha sugerido que el retraso en la fase S durante la privación extrema de agua impide la 

replicación del DNA para evitar interferencias con la transcripción de los genes implicados 

en las respuestas osmoadaptativas. La transición de la fase S a la fase G2 está gobernada 

principalmente por ciclinas mitóticas como Clb1 y Clb2. Posteriormente, la transición del 

ciclo celular de la fase G2 a la M está controlada por el punto de control morfogenético 

(Saito and Posas, 2012). En A. sydowii expuesta a 5.13 M de NaCl encontramos que clb2 y 

diferentes genes implicados en el punto de control morfogenético fueron regulados 

negativamente (Fig. 9A y F). Nuestros resultados también sugieren que el punto de control 

mitogénico es sensible a concentraciones saturadas de NaCl (Saito and Posas, 2012). 

 

6.7. Importancia de los lncRNA y de los factores transcripcionales en el transcriptoma de 

Aspergillus sydowii a una concentración saturada de NaCl 

 

Encontramos que ~ 80% y ~ 20% de los transcritos fueron clasificados como RNA 

codificante y no codificante, respectivamente (Fig. 10A). Además, los RNA que codifican 

factores de transcripción (TFs) representaron el 4% del RNA codificante y el 7,3% del RNA 

no codificante se clasificó como lncRNAs. Los restantes transcritos no codificantes se 

clasificaron como tRNAs, snRNAs y sRNAs, entre otros (Fig. 10A). A pesar de su 

relativamente baja abundancia, una gran proporción de lncRNAs y RNAs que codifican TFs 
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se expresaron diferencialmente: 42,4% y 69,8% del total de lncRNAs y RNAs que codifican 

TFs, respectivamente. En comparación, sólo el 27,4% de los mRNAs se expresaron de forma 

diferencial, lo que refleja el papel clave que los lncRNAs podrían desempeñar en la 

respuesta transcripcional de A. sydowii expuesta a condiciones extremadamente salinas. 

 

 

 

Figure 10. Análisis de la función putativa de los lncRNAs y factores de transcripción encontrados en el 

transcriptoma de A. sydowii (condición de 5.13 M de NaCl comparada con 1 M de NaCl). (A) Cantidades 

relativas de mRNAs diferencialmente expresados (DE), lncRNAs y RNAs que codifican factores de 

transcripción encontrados en el transcriptoma de A. sydowii. (B) Topología de la red dirigida construida con los 

lncRNAs y RNAs más relevantes que codifican factores de transcripción y sus mRNAs DE co -expresados. (C) 

Grado de distribución de los lncRNAs y RNAs que codifican factores de transcripción y sus mRNAs DE co -

expresados observados en la red dirigida. (D) LogFC de los lncRNAs y RNAs que codifican factores de 

transcripción seleccionados, su asociación a los clusters identificados de DE mRNAs, y un mapa de calor de 

los recuentos de DE mRNAs que cada molécula reguladora fue correlacionada por término GO de interés. (E) 

Análisis de correspondencia canónica de los lncRNAs y RNAs seleccionados que codifican factores de 

transcripción y los términos GO relacionados con funciones biológicas relevantes para superar el estrés 

osmótico extremo. (F) Análisis de similitud semántica de los términos GO anotados al mRNA de DE 

coexpresado con los lncRNAs de DE y los RNAs que codifican factores de transcripción. 

 

Anteriormente se ha informado que el papel transcripcional de los lncRNAs está relacionado 

con sus genes co-expresados (Zhan et al., 2016). La expresión génica está regulada tanto 
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por TFs como por ncRNAs. Para identificar posibles módulos reguladores de genes que 

juegan un papel en la respuesta a la salinidad, derivamos una red mRNA-TF-lncRNA a partir 

de la matriz del coeficiente de correlación de Pearson de los transcritos expresados 

diferencialmente (r > 0,95, valor p < 0,05) (Jiang et al., 2016). Los mRNA diferencialmente 

expresados evaluados están asociados a términos GO con funciones clave en la tolerancia 

osmótica (es decir, fosforilación de proteínas, actividad de proteínas quinasa, transducción 

de señales intracelulares, complejo de glicerol-3-fosfato deshidrogenasa y composición de 

la membrana plasmática, entre otros). Quince (93,8%) de los lncRNAs diferencialmente 

expresados y 62 (77,5%) de los RNAs diferencialmente expresados que codifican TFs 

estaban fuertemente correlacionados (r > 0,9, valor p < 0,05) con el 54,4% de los mRNAs 

diferencialmente expresados (n = 309). 

Para analizar la correlación de los niveles de coexpresión entre los reguladores 

transcripcionales (lncRNAs y TFs) y sus supuestas dianas (elementos regulados), 

construimos una red de interacción dirigida que incluía los lncRNAs y RNAs que codifican 

TFs diferencialmente expresados que mostraban los mayores niveles de coexpresión (r > 

0,95, valor p < 0,05) con los mRNAs asociados a términos GO relevantes para el estrés  

osmótico (Fig. 10B). El grado de distribución (número de aristas -conexiones- por vértices), 

mostrado en la Fig. 5C, indica que los lncRNAs y los TFs mostraron un mayor número de 

conexiones que los mRNAs. La red refleja un interactoma jerárquico en el que un elemento 

regulador (es decir, lncRNAs [n = 8] o TFs [n = 28]) actúa sobre varios objetivos (mRNA 

[n = 62]. Cada lncRNA diferencialmente expresado estaba relacionado en promedio con ~ 

48 mRNAs diferencialmente expresados, mientras que cada RNA que codifica un TF estaba 

relacionado en promedio con ~ 41 mRNAs diferencialmente expresados.  

Curiosamente, los mRNA expresados diferencialmente estaban relacionados en promedio 

con sólo ~ 24 reguladores transcripcionales (es decir, lncRNAs y TFs) lo que sugiere que la 

expresión de cada gen podría estar bajo la influencia tanto de lncRNAs como de TFs. 

La topología de la red (Fig. 10B) muestra diferentes clusters formados por mRNAs 

diferencialmente expresados con un perfil de conexión similar (bordes) con lncRNAs 

diferencialmente expresados y RNAs que codifican TFs. Se identificaron tres clusters 

específicos y claramente separados de mRNA diferencialmente expresados (Fig. 10C). Su 

análisis más profundo indicó que los mRNA agrupados en el cluster 1 (n = 4) estaban 
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asociados a términos GO relacionados con procesos metabólicos (GO:0071704). En el 

clúster 2 (n = 11) y en el clúster 3 (n = 14) se encontraban mRNA asociados a términos GO 

relacionados con procesos de fosforilación de proteínas (GO:0006468) y con la actividad de 

las proteínas quinasas (GO:0004672), y con la composición de la membrana plasmática 

(GO:0005886), respectivamente. En este análisis, "n" se refiere al número de mRNA en cada 

cluster.  

Utilizamos los descriptores de correlación de la red de co-expresión (Fig. 10B) para 

seleccionar los lncRNAs y los RNAs que codifican TFs que mostraron las correlaciones de 

Pearson más altas y el mayor número de conexiones con mRNAs expresados 

diferencialmente relacionados con GOs relevantes para el estrés hipersalino. La Fig. 10D 

muestra el logFC de lncRNAs y RNAs que codifican TFs correlacionados con el nivel 

transcripcional de los mRNAs diferencialmente expresados agrupados en los tres clusters 

de mRNA identificados, pero también el número de mRNAs diferencialmente expresados 

que cada molécula reguladora estaba correlacionada por término GO. Parece que casi todos 

los RNAs que codifican TFs y lncRNAs estaban correlacionados con al menos un mRNA 

anotado en cada término GO analizado. Además, muchos de los RNAs que codifican TFs y 

lncRNAs estaban correlacionados con al menos dos de los grupos de genes identificados en 

la Fig. 10B. En general, los lncRNAs y TFs identificados podrían regular la expresión de 

mRNA asociados a procesos de fosforilación (GO:0006468), actividad de proteína quinasa 

(GO:0004672), transducción de señales intracelulares (GO: 0006468), el complejo glicerol-

3-fosfato deshidrogenasa (GO:0006405) y la composición de la membrana plasmática 

(GO:0005886), que son funciones biológicas fundamentales necesarias para superar el estrés 

hipersalino y que fueron reconocidas como tales en los basidiomicetos halófilos W. 

ichthyophaga y en la levadura negra extremadamente tolerante H. werneckii (Zajc et al., 

2013; Plemenitaš et al., 2014; Gunde-Cimerman et al., 2018). Algunos lncRNAs (es decir, 

lncRNA-2 y lncRNA-3) parecen tener un papel regulador sobre los mRNAs agrupados solo 

en el clúster 2 (Fig. 10D), que codifican proteínas implicadas en procesos de fosforilación y 

en la actividad de las proteínas quinasas. Otros lncRNAs (i.e. lncRNA-6 y lncRNA-7) 

parecen tener un papel antagonista durante la transcripción de los mismos grupos de 

mRNAs. Esta observación fue confirmada por un análisis de correspondencia canónica (Fig. 

10E) que mostró que GO:0006116 (proceso metabólico de los carbohidratos), GO:0006606 
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(importación de proteínas al núcleo), GO:0004802 (actividad amilo-α-1,6-glucosidasa), y 

GO:0019662 (actividad 4-α-glucanotransferasa) tienen una asociación inversa a la 

expresión de algunos de los lncRNAs y RNAs que codifican TFs encontrados en este 

análisis. 

Finalmente, realizamos un análisis de similitud semántica (Yu et al., 2010) para producir 

una red basada en términos GO para visualizar el perfil de correlación entre los términos 

GO asociados a los mRNAs correlacionados con los lncRNAs y los TFs (Fig. 10F). La red 

destaca el papel de ambos elementos reguladores en los perfiles transcripcionales de los 

genes implicados en respuestas biológicas relevantes relacionadas con el estrés osmótico, 

como el metabolismo de los carbohidratos, en particular la biosíntesis del glucógeno y la 

actividad de la transketolasa, la fosforilación de proteínas, el complejo glicerol-3-fosfa to 

deshidrogenasa y la actividad de las proteínas quinasas. 

Este estudio, que representa el primer intento de aclarar el papel de los lncRNAs en respuesta 

al estrés por NaCl en hongos halófilos, abrió una nueva perspectiva para dilucidar las 

funciones biológicas de los lncRNAs en la regulación de la expresión génica, como lo 

ejemplifica un gran número de lncRNAs que fueron regulados positivamenteen la 

concentración saturada de NaCl. 

 

6.8. Cambios en el perfil metabolómico en solución saturada de NaCl 

 

Aunque se han estudiado las adaptaciones moleculares en algunos hongos halófilos y 

halotolerantes, hasta ahora no se habían realizado estudios metabolómicos de alto 

rendimiento para mostrar la posible reprogramación metabólica a altas concentraciones de 

NaCl. Este estudio es el primer intento de obtener una imagen metabolómica completa en 

un hongo halófilo. Los efectos de la salinidad en el crecimiento de A. sydowii a nivel del 

metaboloma se evaluaron mediante análisis de componentes principales (PCA) (Fig. 11A). 

A. sydowii crecido a una concentración óptima y saturada de NaCl se agruparon por 

separado, indicando potencialmente diferencias en el consumo de nutrientes del medio y la 

producción de metabolitos secundarios. La estrecha agrupación de las muestras de control 

de calidad en el gráfico 3D (Fig. 11A) aseguró la fiabilidad y estabilidad del método,        
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Figure 11. Análisis metabolómicos y quimioinformáticos no dirigidos de Aspergillus sydowii EXF-12860 

cultivado en condiciones optimas (1M) y estresantes de NaCl (5.13M). A) Análisis de componentes principales 

(PCA) en 3D mostrando los componentes 1 y 2 de las características (normalizadas en abundancia) detectadas 

en concentraciones de 1 M y 5.13 M de NaCl, incluyendo los controles de medios apropiados. Se realizaron  

muestras de control de calidad (QC) para asegurar la fiabilidad y estabilidad del método. B) Clases moleculares  

(recuperadas por Classyfire) del metaboloma identificadas por el flujo de trabajo MolNetEnhancer. Cada nodo 

representa una característica única, y el color del nodo denota la clase química asociada. El grosor del borde 

(conectividad) indica la similitud MS2 (puntuación de coseno) entre las características. El valor m/z de la 

característica se muestra dentro del nodo y es proporcional al tamaño del nodo. C) Diagrama de volcán que 

muestra los rasgos cuantificados entre el sobrenadante del medio NaCl 1M con y sin A. sydowii. D) Diagrama 

de volcán que muestra los rasgos cuantificados entre el sobrenadante de medio NaCl 5.13 M con y sin A. 

sydowii. Cada punto representa un rasgo con carga y grupo isotópico asignados, de lo contrario se excluyó del 

análisis. Subredes moleculares 1 (E) y 2 (F) de los metabolitos que contribuyen a la  separación entre muestras 

impulsada por el análisis de los gráficos de carga del PCVG. Cada nodo representa un ion precursor (MS1), y 

el borde entre los nodos indica la similitud en los patrones de fragmentación MS2 utilizando una puntuación 

coseno de al menos 0,6. La abundancia de los metabolitos se denota por el área coloreada del nodo y la masa 

del ion precursor se muestra junto al nodo.  

 

sugiriendo a su vez que las diferencias en el perfil metabólico indicadas por el PCA son de 

origen biológico y no se deben a la variabilidad técnica. Nuestra línea metodológica nos 

permitió detectar e identificar varias clases químicas de metabolitos en los sobrenadantes de 

A. sydowii cultivados en ambas condiciones salinas, que van desde los acilos grasos hasta 

los diazanaftalenos en el top ten (Fig. 11B). Para profundizar en los complejos datos e 

identificar las diferencias entre el metaboloma de A. sydowii cultivado en concentraciones 

óptimas y saturadas de NaCl, comparamos la abundancia de las características en ambas 

condiciones salinas utilizando sus respectivos medios de control (medios en blanco con 1 M 

o 5.13 M de NaCl y nutrientes) (Fig. 11C, D). Esto permitió la detección de cambios en el 

metabolismo (regulado positiva o negativamente) de los componentes del medio o de los 

nutrientes y la identificación de metabolitos secundarios vinculados específicamente al 

medio hipersalino. Se cuantificaron 1.137 y 1.090 características a 1 M y 5.13 M de NaCl, 

respectivamente.  

Hubo más rasgos regulados negativamente en el sobrenadante de 1 M frente al de 5.13 M 

de NaCl, probablemente relacionado con la prosperidad de A. sydowii y la mejor 

metabolización de los nutrientes en el medio a la concentración óptima (1M) de NaCl (Fig. 
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11C, D). Para identificar o anotar los posibles metabolitos utilizados por el hongo como 

fuente de energía, utilizamos la plataforma GNPS y SIRIUS/CSI:FingerID (Dührkop et al., 

2015). 

Observamos una disminución de varios ácidos grasos insaturados C18 sólo en los 

sobrenadantes obtenidos a 1 M de NaCl, pero no a la concentración saturada de NaCl (Tabla 

2). Asimismo, la mayor abundancia de ácidos grasos insaturados C18 que se observó en A. 

pullulans, D. salina, H. werneckii y P. triangularis, cuando crecieron en condiciones 

hipersalinas (Turk et al., 2004; Katz et al., 2007), puede atribuirse a una menor degradación 

de dichos compuestos. Por el contrario, dos metabolitos aromáticos (es decir, el éster del 

ácido benzoico y el derivado de la alanina que contiene fenilo) desaparecieron por completo 

de los medios con una concentración saturada de NaCl tras ser expuestos a A. sydowii (Tabla 

2). Esto refleja un cambio metabólico del hongo hacia fuentes no lipídicas en condiciones 

de actividad hídrica extremadamente baja inducida por el NaCl. Un aumento en la 

producción de energía es una de las adaptaciones fundamentales que mantienen la 

homeostasis iónica y el equilibrio osmótico en un entorno hiperosmótico (Gostinčar et al., 

2011). Se da prioridad a los procesos que son esenciales para la supervivencia celular. Este 

cambio metabólico que mencionamos parece permitir al hongo asignar principalmente su 

energía metabólica para asegurar procesos con alta demanda de carbohidratos como la 

biosíntesis de la pared celular y los solutos compatibles (glicerol, manitol, arabitol, eritrito l 

y trehalosa). En ambos casos, la glucosa es el compuesto de partida para estos procesos de 

síntesis. El engrosamiento de la pared celular por aumento del ß-1,3-glucano y la síntesis de 

solutos compatibles son dos de las principales adaptaciones a la halofilia reportadas para los 

hongos, específicamente en el género Aspergillus: A. niger (Diano et al., 2006), A. nidulans 

(Mansour, 2017), A. oryzae (Ruijter et al., 2004), A. sydowii (Pérez-Llano et al., 2020; 

Rodríguez-Pupo et al., 2021) y también reportadas en este trabajo. Este cambio a fuentes no 

lipídicas también puede estar relacionado con el mantenimiento de una adecuada fluidez de 

la membrana citoplasmática, un factor importante para el funcionamiento indispensable de 

las familias de transportadores que se activan en respuesta a los cambios osmóticos en los 

hongos halófilos y halotolerantes (Turk et al., 2004). Para reducir aún más la complejidad 

del análisis metabolómico y centrarnos en los metabolitos específicos relacionados con el 
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NaCl, extrajimos los datos utilizando los análisis PCA y agrupación de variables de 

componentes principales (PCVG) (Anexo 4) (Ivosev et al., 2008). Una inspección cuidadosa 

de los patrones de agrupación reveló que los componentes 1 y 2 eran relevantes para la 

identificación de características reguladas negativamente en la concentración óptima y 

saturada de NaCl. Por el contrario, los componentes 3 y 4 permitieron la detección de rasgos 

que dominaban en A. sydowii cultivada en concentraciones óptimas o saturadas de NaCl 

(denominados en adelante como "marcadores metabólicos") (Fig. 11E, D y Tabla 3). Cabe 

destacar que se detectaron más metabolitos a la concentración saturada de NaCl, y tres de 

ellos fueron indicados como marcadores metabólicos para esta concentración de sal. Su 

presencia fue confirmada por los cromatogramas de iones extraídos y los gráficos de perfil 

(intensidad del pico a través de réplicas biológicas). 

Utilizando las redes moleculares (similitud MS2 entre todos los metabolitos detectados) 

recuperadas por GNPS, pudimos propagar el reconocimiento de los marcadores metabólicos 

señalados. Sus estructuras químicas putativas, recuperadas por CSI: Finger ID, se muestran 

en la Tabla 3. Pudimos anotar sólo una pequeña fracción de las características que 

aparecieron a la concentración saturada de NaCl incluso con CSI: Finger ID, probablemente 

debido a las complejas y desconocidas estructuras de los metabolitos que aún no figuran en 

las bibliotecas o bases de datos. En la Fig. 11E observamos un grupo (subred 1) de 

metabolitos, estructuralmente relacionados con el marcador metabólico derivado del PCVG 

[M+H]+ 211,1332 m/z. Las estructuras químicas predichas de estos grupos de metabolitos 

estaban relacionadas con un derivado de butenolida y dos ácidos grasos (Fig. 11E). 

Asimismo, observamos un grupo (subred 2) que contenía el marcador metabólico 329.2291 

[M+H]+ y dos ácidos grasos poliinsaturados hidroxilados C18 (isómeros) estructuralmente 

relacionados, según las predicciones de SIRIUS y CSI: FingerID (Fig. 11F). Los marcadores 

metabólicos encontrados en la concentración óptima de NaCl eran estructuralmente más 

diversos, por lo que no pudimos identificar subredes de metabolitos estructuralmente 

relacionados. Sin embargo, se observaron dos derivados de aminoácidos (N-acetil tiramina 

y dipéptido que contiene leucina) en este grupo (Tabla 3).



 

Tabla 2. Lista de metabolitos putativamente anotados con abundancia aumentada y reducida a 1 M y 5.13 M de NaCl. 

 

Condicion 

(NaCl) 

 

Clase 

químicaa 
Nombre del compuesto 

Tiempo 

de 

retención 

(s) 

Masa 

experimental 

[adduct] 

 

Masa 

exacta 

 

Masa 

del 

error 

(ppm) 

Fold change 
(5.13 M vs. 

1.0 M)b 

Estructura putativac 

1.0 M 

 

 

Acilos grasos 

 

9-Oxo-10E,12Z- 

octadecadienoic acid 

 

20.3 
295.2262 

[M+H]+ 
295.2266 -1.3 0.02 

 

18.5 
295.2253 

[M+H]+ 
295.2266 -4.4 0.03 

 

16.4 
295.2268 

[M+H]+ 
295.2266 0.6 0.06 

 

12(13)-Epoxy-9Z-octadecenoic 

acid 
19.09 

297.2423 

[M+H]+ 
297.2423 0 0.03 

 

12,13-Dihydroxy-9Z-

octadecenoic acid 
19.09 

315.2531 

[M+H]+ 
315.2529 0.6 0.03 

 

13S-Hydroxy-9Z,11E,15Z-

octadecatrienoic acid 
16.4 

277.216 

[M+H-H2O]+ 
277.2161 -0.3 0.09 

 

No 

clasificada 

(Z)-N-(2-([1,1'-biphenyl]-2-

yloxy)ethyl)-4-phenyltetrahydro-

2H-pyran-4-carbimid ic acid 

22.01 

402.2013 

[M+H]+ 

 

402.2062 -12.1 0.2 

 

Eteroides y 

derivados de 

esteroides 

 

5-alpha-androsterone 16.6 
273.2207 

[M+H-H2O]+ 
273.2219 4.3 1.7 

 

17-hydroxy-10,13-d imethyl-

2,3,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,1

7-tetradecahydro-1H-

cyclopenta[a]phenanthren-1-one 

17.1 
289.2153 

 [M+H]+ 
289.2168 -5.1 2.2 

 

Lípidos 

prenoles 

1-Phenanthrenecarboxylic acid, 

1,2,3,4,4a,9,10,10a-octahydro-9-

hydroxy-1,4a-dimethyl-7-(1-

methylethyl)-, (1S,9R)- 

19.8 
299.2005 

[M+H-H2O]+ 
299.2004 -2.3 4.8 

 

Fenoles N-Acetyl Tyramine 10.8 
180.1012 

[M+H]+ 
180.1018 -3.3 5.1 

 

Glicerolipidos Monolaurin 20.5 
 257.2082 

 [M+H-H2O]+ 

   

257.2118 
  -13.9 5.9 
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Condicion 

(NaCl) 

 

Clase 

químicaa 
Nombre del compuesto 

Tiempo 

de 

retención 

(s) 

Masa 

experimental 

[adduct] 

 

Masa 

exacta 

 

Masa 

del 

error 

(ppm) 

Fold change 
(5.13 M vs. 

1.0 M)b 

Estructura putativac 

1.0 M 

No 

clasificada 

(E)-2-((7-((1-hydroxybutan-2-

yl)amino)-3-isopropyl-2,4-

dihydro-5H-pyrazolo[4,3-

d]pyrimidin-5-

ylidene)amino)butan-1-ol 

19.1 

337.2348 

[M+H]+ 

 

              

337.2345 
   0.8 <1000 

 

No 

clasificada 

(Z)-16-((2-ethoxyethyl)imino)-

16-hydroxyhexadecanoic acid 

 

20.3 

 

358.2944 

[M+H]+ 

 

 

358.2951 -1.9 <1000 
 

Benceno y 

derivados 

sustituidos 

(E)-prop-1-en-1-yl benzoate 

 
21.9 

163.0745 

[M+H]+ 
163.0752 -4.2 <1000 

 

5.13 M 

Esteroides y 

derivados 

sustituidos 

Cholic acid 16.1 
391.2816 

[M+H-H2O]+ 
391.2849 -8.4 2.8 

 

Ácidos 

carboxílicos y 

derivados 

Val-Phe 10.8 
265.1524 

[M+H]+ 
265.1552 -10.5 3.1 

 

Benceno y 

derivados 

sustituidos 

(E)-prop-1-en-1-yl benzoate 

 
22.03 

163.0746 

[M+H]+ 
163.0752 -3.6 <1000 

 

No 

clasificado 

(2-ethylphenyl)alanine 

 
19.1 

194.1161 

[M+H]+ 

 

194.1174 -6.6 <1000 

 

 

 
a Clasificación por Classyfire según la estructura predicha por SIRIUS 4.4 (cuando está disponible) o coincidencia espectral con las bibliotecas GNPS 

b Fold change con respecto a su respectivo medio de control; 1M/control o 5.13M/control 

c Estructura predicha por SIRIUS 4.4 (cuando está disponible) o coincidencia espectral con las bibliotecas espectrales públicas de GNPS 
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Tabla 3. Lista de metabolitos anotados, denotados por la agrupación de variables de componentes principales (PCVG) como marcadores 
metabólicos a 1 M y 5.13 M de NaCl. 

 

Condicion 

(NaCl) 

 

Clase químicaa Nombre del compuesto 

Tiempo de 

retención 

(s) 

Masa 

experimental 

[adduct] 

 

Masa 

exacta 

 

Masa 

del 

error 

(ppm) 

Fold change 
(5.13 M vs. 

1.0 M)b 

Estructura putativac 

1.0 M 

No clasificados 

 

(2-hydroxy-4-

methylpentanoyl)leucine 

 

15.7 
246.1692 

[M+H]+ 
246.1699 -2.8 1.6 

 

Lípidos prenoles 

17-hydroxy-10,13-d imethyl-1-

Phenanthrenecarboxylic acid, 

1,2,3,4,4a,9,10,10a-octahydro-9-

hydroxy-1,4a-dimethyl-7-(1-

methylethyl)-, (1S,9R)- 

19.8 
299.2005 

[M+H-H2O]+ 
299.2004 0.3 3.4 

 

Ácidos 

carboxílicos y 

derivados 

 

4,4'-(cyclohexane-1,2-

diyl)dibutyric acid 

 

15.1 
257.1740 

[M+H]+ 
257.1746 -2.3 3.6 

 

Fenoles N-Acetyl Tyramine 10.8 
180.1012 

[M+H]+ 
180.1018 -3.3 4.9 

 

No clasificados 

diethyl 3,3'-(butane-1,4-

diylbis(azaneylylidene))(3Z,3'E)-

dibutyrate 

19.2 
313.2175 

[M+H]+ 
313.2121 17.2 >1000 

 

5.13 M 

Dihydrofurans 
2-(4-oxo-5-pentylcyclopent-2-en-

1-yl) acetic acid 
17.3 

211.1332 

[M+H]+ 
211.1327 2.3 13.4 

 

Acilos grasos 
(E)-12,13-dihydroxy-9-

oxooctadec-10-enoic acidb 
18.5 

329.2291 

[M+H]+ 
329.2321 -9.1 14.3 

 

No clasificados 

 

1-(2-(dimethylamino)ethyl)-2,2-

dihydroxyhydrazine-1-

carboximidamide 

9.6 
178.1316 

[M+H]+ 
178.1297 10.6 >1000 

 



 

91 

 

6.9. La reprogramación del metabolismo de los aminoácidos se produjo con una 

concentración saturada de NaCl. 

 

En general, los perfiles de aminoácidos difieren significativamente (Kruskal-Wallis, valor p 

< 0,05) en condiciones óptimas e hipersalinas. En la concentración óptima de NaCl el 

sobrenadante  mostró mayores cantidades de aminoácidos libres (Fig. 12A, B) en 

comparación con las cantidades en saturación de NaCl, lo que indica una menor síntesis y 

secreción de proteínas extracelulares. Mientras que el nivel global de aminoácidos 

aromáticos fue similar en los micelios cultivados tanto en la salinidad óptima como en la 

saturada, las cantidades de aminoácidos cargados y no cargados y de aminoácidos alifáticos 

no polares disminuyeron significativamente (Kruskal-Wallis, valor p < 0,05) en los micelios 

expuestos a la concentración saturada de NaCl (Fig. 12A). 

Los análisis de la composición de aminoácidos libres individuales en las células de A. sydowii 

revelaron mayores cantidades de glutamato tanto en condiciones óptimas como saturadas de 

NaCl, tanto en el micelio como en el sobrenadante (Fig. 12B). El aumento de los niveles de 

aminoácidos con carga negativa (es decir, ácido glutámico y ácido aspártico) ha sido 

reconocido como una adaptación importante de las proteínas sintetizadas por los 

microorganismos halófilos, incluyendo (Abu-Seidah, 2007) (Gunde-Cimerman et al., 

2018)(Tafer et al., 2019)(Lee et al., 2021). El glutamato, la arginina y la lisina fueron los más 

abundantes, de forma similar a como ocurre en la levadura halotolerante H. burtonii expuesta 

a 1 M de NaCl (Lee et al., 2021). Los niveles de serina, glicina, alanina, valina, histidina y 

fenilalanina no cambiaron en los micelios cultivados tanto en condiciones de salinidad 

óptima como de NaCl saturado (Fig 9B), así como en los respectivos sobrenadantes. No se 

detectaron los aminoácidos cisteína, metionina y prolina. Globalmente, los aminoácidos 

libres se enriquecieron 3,5 veces en los sobrenadantes obtenidos de los cultivos en salinidad 

óptima en comparación con los sobrenadantes de los cultivos en concentración saturada de 

NaCl (Fig. 12B). 

El análisis transcripcional del mRNA del metabolismo de los aminoácidos reveló 33 genes 

expresados diferencialmente, incluyendo 20 genes regulados negativamente y 13 genes 

sobreexpresados en condiciones de NaCl saturado en comparación con la concentración 

óptima de 1 M de NaCl (Fig. 12C y Anexo 1). Aunque los genes relacionados con la síntesis 

de histidina (hisF/H, logFC = 3,98), triptófano (trpG, logFC = 5,63), glicina (prx1, logFC = 

4,73; ggt, logFC = 4,27), cisteína (cth, logFC = 7,20; metA, logFC = 3,69), metionina (metX,  
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Figura 12. Perfil cuantitativo de aminoácidos y expresión diferencial de genes relacionados con el metabolismo 

de aminoácidos en Aspergillus sydowii expuesto a 5.13 M de NaCl en comparación con 1 M de NaCl. (A) 

Gráfico de barras que muestra los aminoácidos totales (mg/g de peso celular seco) tanto en los micelios como 

en los sobrenadantes obtenidos de A. sydowii cultivados a 1 M y 5.13 M de NaCl. Los aminoácidos están 

agrupados por sus características de cadena lateral. (B) Gráfico de barras que muestra los aminoácidos libres 

(mg/g de peso celular seco) en ambos micelios y sobrenadantes obtenidos a ambas concentraciones de NaCl: 1 

M y 5.13 M de NaCl. Las diferencias estadísticas no significativas (ns) sólo se muestran en (A) y (B). El resto 

de las comparaciones mostraron diferencias estadísticas. (C) Mapa metabólico que muestra los genes 

expresados diferencialmente (condición de 5.13 M de NaCl en comparación con 1 M de NaCl) implicados en 

las vías de biosíntesis de aminoácidos. Las cajas/letras rojas y azules indican los genes regulados positivamente 

(logFC > 2) y negativamente (logFC < -2), respectivamente. Los asteriscos indican que se identificaron dos o 

más isoformas de transcripción para ese gen. Los tres cuadrados sobre cada caja de genes ilustran los valores 

de logFC y los recuentos por millón (CPM) de los transcritos en cada concentración de sal. Las líneas 

discontinuas y continuas  se refieren a las reacciones intermedias y directas, respectivamente. Abreviaturas: 

AICAR: 5'-Fosfo-ribosil-5-amino-4-imidazol carboxamida; IGP: Imidazol glicerol-3P; PRFAR: Fosforibulosil-

formiminio-AICAR-P; PRPP: 5-fosforibosil difosfato; Ru-5-P: Ribosa-5-fosfato, X-5-P: Xilulosa-5-fosfato, 

Glu-6-P: Glucosa-6-fosfato; F-6-P: Fructosa-6-fosfato; F-1,6-BP: Fructosa-1,6-bifosfato; GAP: 

Gliceraldehído-3-fosfato; PEP: Fosfoenolpiruvato; E-4-P: Eritrosa-4-fosfato; DAHP: 2-dehidro-3-deoxi-

arabino-heptonato-7-fosfato; PRA: 5-fosforibosilamina; OAA: oxaloacetato; AKG: α-cetoglutarato. 
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logFC = 3,69; mmuM, logFC = 4. 75), y leucina, valina e isoleucina (ilvE, logFC = 12,83) 

fueron regulados positivamenteen la concentración saturada de NaCl (Fig. 12C), la cantidad 

de aminoácidos libres no aumentó, indicando que los niveles de transcripción no siempre se 

correlacionan con los mismos niveles de aminoácidos. Esto también se demostró en la 

levadura halotolerante H. burtonii, que sobreexpresó genes involucrados en el anabolismo de 

aminoácidos sin una correlación positiva con los niveles de aminoácidos libres (Lee et al., 

2021). 

El gen hoga1 que codifica la enzima 4-hidroxi-2-oxoglutarato aldolasa se sobreexpresó 

(logFC = 7,53) en condiciones de saturación de NaCl (Fig. 12C). Esta aldolasa cataliza la 

conversión de 4-hidroxi-2-oxoglutarato en piruvato aumentando la disponibilidad de 

piruvato e impulsando el flujo metabólico a través del ciclo de Krebs y probablemente a la 

biosíntesis de aminoácidos (Huang et al., 2019). El piruvato, un metabolito clave del 

metabolismo del carbono intermedio, es un punto de ramificación metabólica crucial para la 

biosíntesis de leucina, valina, isoleucina y alanina (Fig. 12C). Los niveles de piruvato 

también regulan el flujo del ciclo de Krebs, en particular la síntesis de α-cetoglutarato y ácido 

oxalacético, intermediarios clave implicados en la formación de glutamato y aspartato, 

respectivamente (Huang et al., 2019). Al mismo tiempo, el aspartato es un nodo de 

ramificación para la biosíntesis de lisina, asparagina y treonina (Lunt et al., 2015; Walvekar 

and Laxman, 2019) (Fig. 12C). Así, el contenido de piruvato no sólo tiene importantes 

implicaciones en el balance energético celular, sino que pequeñas limitaciones en la 

disponibilidad de piruvato también podrían alterar la biosíntesis de aminoácidos (Lunt et al., 

2015). El aumento observado en el nivel de transcritos de hoga1 sugiere que el piruvato en 

A. sydowii cultivado a concentraciones saturadas de NaCl podría representar un nodo de 

redirección anabólica hacia el metabolismo energético primario (biosíntesis de ATP) y la 

biosíntesis de aminoácidos. El análisis transcriptómico reveló un conjunto de genes regulados 

positivamente implicados en las vías de biosíntesis de metionina y cisteína (Fig. 12C). El gen 

mmuM que codifica la homocisteína S-metiltransferasa implicada en la formación de 

metionina se activó transcripcionalmente (logFC = 4,75) a la concentración saturada de NaCl 

(Fig. 12C). La metionina es un aminoácido que contiene azufre y que regula la iniciación de 

la traducción, activa las vías anabólicas en los hongos y media en varias reacciones 

metiltransferenciales (Walvekar and Laxman, 2019). El gen cth que codifica la cistationina 

γ-liasa, la enzima que cataliza el último paso en la vía de trans sulfuración de la cistationina 

a la cisteína, también fue regulado positivamente (logFC = 7,20) (Fig. 12C). 
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Las enzimas CTH tienen una amplia especificidad de sustrato y transforman los derivados 

de la cistationina en cisteína (Jurkowska et al., 2014a). Los residuos de cisteína desempeñan 

un papel crucial en la estabilización de la estructura tridimensiona l de las proteínas mediante 

puentes disulfuro, lo que es importante para preservar las funciones de las proteínas en 

condiciones de desnaturalización impuestas por altas concentraciones de NaCl. Además, la 

cisteína tiene papeles clave en la homeostasis del equilibrio redox, la biosíntesis de la 

coenzima A, la biogénesis del clúster de hierro y azufre (Fe-S), los procesos de 

desintoxicación y el tráfico de proteínas (Fani et al., 2007; Jurkowska et al., 2014). Otros 

genes como metX y metA, que codifican la homoserina acetiltransferasa (MetX) y la 

homoserina succiniltransferasa (MetA), respectivamente, también se sobreexpresaron en 

condiciones de NaCl saturado (logFC = 3,69 y logFC = 3,67, respectivamente) (Fig. 12C). 

Estas homoserina transferasas producen O-acetil-L-homoserina y O-succinil-L-homoser ina 

respectivamente, dos intermediarios anabólicos que mantienen el flujo metabólico para 

sintetizar cisteína y metionina, respectivamente (Shrivastava et al., 2021). En A. sydowii la 

L-homoserina parece ser un sustrato metabólico crítico, conectado a las vías de biosíntes is 

de cisteína y metionina. Como el gen met17 que codifica la O-acetilhomoserina sulfhidr ila 

fue regulado negativamente (logFC = -3.84) (Fig. 12C), la síntesis de metionina podría 

ocurrir probablemente vía O-succinil-L-homoserina. En resumen, los datos transcriptómicos 

sugieren que la reacción de sulfhidrilación directa no es la vía principal para producir 

homocisteína, un precursor directo de la biosíntesis de metionina. 

El gen hisF/H, implicado en la vía de biosíntesis de la histidina, también fue regulad o 

positivamente (logFC = 3,98) (Fig. 12C). La imidazol glicerol fosfato (IGP) sintasa, 

producto del hisF/H, cataliza la conversión de N'-(5'-fosforibosil)- formimino-5-

aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleótido (PRFAR) en IGP y 5'-(5-aminoimidazol-4-

carboxamida) ribonucleótido (AICAR), conectado tanto a la síntesis de histidina como al 

metabolismo del nitrógeno y a la vía de biosíntesis de novo de las purinas. El gen hisF/H 

media la reacción metabólica central de la vía de biosíntesis de la histidina debido a la 

síntesis del anillo de imidazol del precursor de la histidina (IGP) (Fani et al., 2007). En este 

contexto, el gen egtD fue regulado negativamente (logFC = -4,72), ya que su producto, la 

L-histidina tri-metiltransferasa, cataliza el consumo de histidina para formar hercinina, lo 

que probablemente resulte en una disminución de los niveles de histidina disponibles. La 

activación transcripcional del metabolismo biosintético de la histidina a una actividad 

hídrica extremadamente baja debido a concentraciones saturadas de NaCl podría estar 
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relacionada con el papel de la histidina en los sensores de estrés de membrana histid ina 

quinasas (Marin et al., 2003), uno de los términos GO de función molecular enriquecidos a 

una concentración saturada de NaCl. Dado que varias histidina quinasas responden tanto al 

estrés osmótico como al estrés por frío (Mikami et al., 2002), también se ha observado la 

regulación positiva de la vía de biosíntesis de la histidina en R. frigidialcoholis y Mrakia 

blollopsis durante el crecimiento a temperaturas cero y subcero, respectivamente (Tsuji, 

2016; Touchette et al., 2021). Los niveles de histidina también aumentaron en la levadura 

halotolerante H. burtonii en condiciones de estrés osmótico, aunque no se observó una 

respuesta transcriptómica diferencial (Lee et al., 2021). Además, mostró un perfil 

transcriptómico sobreexpresado relacionado con la síntesis de leucina y metionina (Lee et 

al., 2021), como se muestra en A. sydowii expuesta a concentraciones saturadas de NaCl 

(Fig. 12C). Este estudio demuestra que la privación extrema de agua por concentraciones 

saturadas de NaCl impone una reprogramación transcripcional considerable, lo que resulta 

en vías de biosíntesis de aminoácidos alteradas. 
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Tabla 4. Expresión transcriptómica de genes relacionados con el metabolismo de los 

aminoácidos en A. sydowii en condiciones de saturación por NaCl. 

 

 

 

 

AA 

ID 

Transcrito ID Anotación       Genes ID LogFC p-value FDR 

GLU TRINITY_DN713_c0_g1_i4 
NAD-specific glutamate 

dehydrogenase 
gdh -7.42 1.88E-08 1,21E-06 

GLU TRINITY_DN3378_c0_g1_i4 Glutamate 5-kinase brsk2 -8.44 1.11E-06 3,48E-05 

GLU TRINITY_DN745_c2_g1_i33 
Imidazole glycerol phosphate 

synthase 
hisF7 3.98 3.72E-04 5,23E-03 

LYS TRINITY_DN725_c4_g1_i2 
Histone-lysine N-

methyltransferase 
ehmt2 -9.76 1.65E-08 1,11E-06 

LEU TRINITY_DN662_c0_g1_i3 leucine aminopeptidase 1 lap1 -4.40 7.14E-05 1,35E-03 

LEU TRINITY_DN754_c1_g2_i11  

 
 

leucine rich repeat protein 

 

 

 
 

oda7 

 

-3.89 3.84E-04 5,37E-03 

LEU TRINITY_DN754_c1_g2_i4 -6.34 1.53E-06 4,61E-05 

LEU TRINITY_DN754_c1_g1_i2 -4.31 9.16E-05 1,64E-03 

LEU TRINITY_DN5196_c0_g1_i1   -4.05 2.07E-04 3,25E-03 

SER TRINITY_DN1440_c0_g1_i5 serine/threonine-protein kinase chk2 -3.71 7.34E-04 8,97E-03 

SER TRINITY_DN560_c0_g1_i5   -5.70 2.01E-06 5,87E-05 

SER TRINITY_DN560_c0_g1_i1 
 

phosphatidylserine decarboxylase 
 

psd 
-4.58 1.89E-04 3,01E-03 

SER TRINITY_DN560_c0_g1_i12   -4.74 2.38E-05 5,37E-04 

SER TRINITY_DN560_c0_g1_i13   -4.39 7.64E-05 1,42E-03 

SER TRINITY_DN2996_c0_g1_i1 homoserine acetyltransferase 

family protein 

metxa 

 

3.69 7.27E-04 8,91E-03 

SER TRINITY_DN1579_c0_g1_i5 -8.96 2.17E-07 8,52E-06 

SER TRINITY_DN2907_c0_g1_i1 
Phophatidylserine decarboxylase-

domain-containing protein 
bdq12draft_722422 -4.70 2.90E-05 6,35E-04 

SER TRINITY_DN774_c0_g1_i6 
CDP-diacylglycerol--serine O-

phosphatidyltransferase 
pps -4.11 3.62E-04 5,12E-03 

SER TRINITY_DN3142_c0_g1_i1 
serine/threonine-protein kinase 

KIN4 
kin4 -5.31 4.64E-06 1,25E-04 

SER TRINITY_DN1195_c1_g1_i2 serine/threonine protein kinase brsk2 -9.68 2.14E-08 1,30E-06 

SER TRINITY_DN5066_c0_g1_i1 
serine/threonine-protein kinase 

tel1 
tel1 -3.74 5.70E-04 7,39E-03 

SER TRINITY_DN2194_c0_g1_i1 mitochondrial serine protease pim1 -3.61 7.87E-04 9,47E-03 

SER TRINITY_DN2173_c2_g1_i2 
PITSLRE serine/threonine-

protein kinase CDC2L1, putative 
afla_069750 -3.77 6.06E-04 7,74E-03 

ASP TRINITY_DN1367_c1_g1_i7 asparaginase II asp 3-1 4.13 1.61E-04 2,65E-03 

ASP TRINITY_DN5437_c0_g1_i1 
aspartate--tRNA ligase, 

cytoplasmic 
dps1 -5.97 5.01E-07 1,76E-05 

ASP TRINITY_DN1780_c0_g1_i6 
aspartate/tyrosine/aromatic 

aminotransferase 
tyrb_2 4.95 1.82E-05 4,24E-04 
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6.10 El metabolismo de los ácidos grasos a una concentración saturada de NaCl se mantuvo 

principalmente sin cambios. 

 

 Las condiciones hipersalinas provocan en los hongos halófilos el recambio de la síntesis de 

ácidos grasos únicos, el aumento de la concentración de ácidos grasos libres desencadena 

modificaciones en la elongación de la cadena de ácidos grasos y aumenta la insaturac ión 

general (Gunde-Cimerman et al., 2018). Todas estas modificaciones influyen en la 

composición y/o fluidez de la membrana plasmática, como se ha informado en varios 

microorganismos halófilos/halotolerantes, como el alga Dunaliella salina (Katz et al., 

2007), el protista Halocafeteria seosinensis (Harding et al., 2017) y los hongos A. pullulans, 

H. werneckii y W. ichthyophaga (Gunde-Cimerman et al., 2018). 

Sorprendentemente en A. sydowii no se produjeron modificaciones en la composición de 

ácidos grasos ni en concentraciones óptimas ni en concentraciones saturadas de NaCl (Fig. 

13A). El ácido tridecanoico (C13:0) y el ácido palmítico (C16:0) se detectaron tanto en los 

sobrenadantes como en los micelios de A. sydowii cultivados tanto a concentraciones 

óptimas de NaCl como a concentraciones saturadas de NaCl, mientras que los otros ácidos 

grasos se encontraron solo en los micelios (Fig. 3A). El ácido oleico (C18:0) y sus derivados 

insaturados, el ácido cis-9-octadecenoico (C18:1 n9), el ácido linoleico (C18:2 n6) y el ácido 

α-linolénico (C18:3 n3) representaron en promedio el 65% de la composición global de 

ácidos grasos, lo que refleja el importante papel fisiológico del ácido oleico en el apoyo al 

crecimiento del hongo en condiciones hipersalinas. En general, los ácidos grasos C18 

monoinsaturados y poliinsaturados representaron tanto en las concentraciones óptimas como 

en las saturadas de NaCl el 55% de la composición total de ácidos grasos C18, siendo el 

C18:1 n9 y el C18:2 n6 los más prevalentes (Fig. 13A). Estos resultados coinciden con los 

obtenidos para el alga D. salina (Katz et al., 2007), los hongos negros tipo levadura A. 

pullulans, H. werneckii y Phaeotheca triangularis, con una mayor proporción de ácidos 

grasos C18 mayormente insaturados en condiciones hipersalinas (Turk et al., 2004). Aunque 

las concentraciones de 10-17% de NaCl indujeron un aumento de la insaturación de los 

ácidos grasos en A. pullulans y H. werneckii, las concentraciones más altas (25% de NaCl) 

no aumentaron el nivel de insaturación en la extremadamente halotolerante H. werneckii, de 
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acuerdo con el perfil de insaturación de los ácidos grasos en A. sydowii en saturación de 

NaCl (Turk et al., 2004). 

 Los datos transcriptómicos en A. sydowii cultivado a una concentración saturada de NaCl 

revelaron que la biosíntesis y elongación de ácidos grasos, la síntesis y degradación de 

cuerpos cetónicos, la biosíntesis de esteroides y el metabolismo de glicerolípidos y 

glicerofosfolípidos se desactivaron transcripcionalmente (Fig. 13B y Anexo 2).  
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Figura 13. Perfil cuantitativo de los ácidos grasos y expresión diferencial de los genes relacionados con el 

metabolismo de los ácidos grasos en Aspergillus sydowii expuesto a 5.13 M de NaCl en comparación con 1 M 

de NaCl. (A) Gráfico de barras que muestra el porcentaje de ácidos grasos saturados (C13:0 - C23:0), 

monoinsaturados (C15:1 - C24:1 n9) y poliinsaturados ( C18:2 n6 - C22:2) tanto en los micelios como en los 

sobrenadantes recogidos de los cultivos fúngicos a 1 M y 5.13 M de NaCl. Sólo se muestran las diferencias 

estadísticas no significativas (ns). El resto de las comparaciones mostraron diferencias estadísticas. (B) Mapa 

metabólico que muestra los genes expresados diferencialmente en las vías de biosíntesis de ácidos grasos en A. 

sydowii cultivado a 5.13 M de NaCl en comparación con 1 M de NaCl. Las cajas/letras rojas y azules indican 

los genes regulados positivamente(logFC > 2) y negativamente (logFC < -2), respectivamente. Los asteriscos 

indican que se identificaron dos o más isoformas de transcripción para ese gen. Los tres cuadrados sobre cada 

caja de genes ilustran los valores de logFC y los recuentos por millón (CPM) de los transcritos en cada 

concentración de sal. Las  líneas discontinuas y continuas se refieren a las reacciones intermedias y directas, 

respectivamente. Abreviaturas: AcAc: Acetoacetil-CoA; HMG-CoA: S-3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA; HexD-

CoA: Hexadecanoil-CoA; LC 2,3-dCoA: Trans-2,3-dehidroacil-CoA de cadena larga; LC 3-dCoA: Cadena 

larga-3-hidroxiacil-CoA; G-6-P: Glucosa-6-fosfato; Pyr: Piruvato; CHO: Colesterol; 2,3-Edsq: S-Cualeno; G-

3-P: Glicerol-3-fosfato; DGP: 1,2-diacilglicerol-3P; DAG: 1,2-diacilglicero l; CDP-DAG: CDP-diacilglicero l;  

PGP: Fosfatidilglicerofosfato; PG: Fosfatidilglicerol; PC: Fosfatidilcolina; PE: Fosfatidiletanolamina; PS: 

Fosfatidilserina; Ptdlns: Fosfatidil-1D-mio-inositol; ACP: proteína transportadora de acilo; ER: β-enoil 

reductasa; DH: deshidratasa; KR: β-cetoacil reductasa; KS: β-cetoacil sintasa; MPT: Malonil/palmito il 

transferasa. 

 

Sólo los genes de la proteína transportadora de 3-cetoacil-acil (3-cetoacil-ACP) reductasa 

(fabG ), monoacyl glycerol lipasa (mgll) y fosfatidilinositol sintasa (cdipt) fueron regulados 

positivamente(logFC = 4,26, logFC = 3,88, y logFC = 4,04, respectivamente) (Fig. 13B). El 

producto del gen fabG que cataliza una reducción dependiente de NADPH de 3-cetoacil-

ACP a los sustratos (R)-3-hidroxiacil-CoA es esencial para la biosíntesis de ácidos grasos 

tipo II (Nomura et al., 2020). Probablemente en A. sydowii expuesta a una alta concentración 

de NaCl la enzima FabG media la formación de sustratos (R)-3-hidroxiacil- CoA que 

podrían ser incorporados en el metabolismo secundario para producir polímeros 

relacionados con el estrés (Nomura et al., 2020). 

Recientemente, un aumento observado en el nivel de transcritos de fabG en el hongo 

filamentoso Glarea lozoyensis se ha relacionado con la síntesis de metabolitos secundarios 

como la neumocandina, el precursor del fármaco antifúngico caspofungina (Zhang et al., 

2020). El aumento de fabG en A. sydowii expuesta a una concentración saturada de NaCl 

podría estar relacionado con la síntesis de diferentes metabolitos secundarios o con la 

redirección de más acetil-CoA a la biosíntesis de ácidos grasos, lo que resulta en la 

formación de lípidos, ya que el contenido de ácidos grasos libres no aumentó a una 

concentración saturada de NaCl. 

Se encontró que el gen mgll estaba sobreexpresado en el transcriptoma. El producto del gen 
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mgll juega un papel clave en la conversión de monoacilglicerol en glicerol, el soluto 

compatible más frecuente y relevante para compensar el estrés hipersalino en los hongos 

halófilos (Gunde-Cimerman et al., 2018). Las MGL son una clase única de lipasas con una 

función biológica muy bien entendida en mamíferos y bacterias (Rengachari et al., 2013), 

pero no en hongos. Se sabe que las MGLs obtenidas de los hongos Aspergillus oryzae, 

Candida rugosa, Mucor miehei, Penicillium camembertii, Penicillium cyclopium, 

Stemphylium lycopersici, y Sordaria sp. actúan sobre mono y diacilgliceroles, incluso sobre 

triacilgliceroles (Yamaguchi and Mase, 1991; Toida et al., 1998; Benjamin and Pandey, 

2001; Jermsuntiea et al., 2011; Rocha et al., 2020). En A. sydowii el MGL podría estar 

involucrado en la conversión de un alto rango de acilgliceroles para mantener las altas 

cantidades intracelulares de glicerol necesarias a concentraciones saturadas de NaCl. La 

regulación negativamente de los genes glpK (logFC = -4,30) y adh (logFC = -3,86) podría 

apoyar esta noción (Fig. 3B). Finalmente, el tercer gen sobreexpresado (cdipt, logFC = 4,04) 

codifica la enzima que cataliza el último paso de la biosíntesis de novo del fosfatidilinosito l 

(PtdIns), implicado de forma importante en el metabolismo de los ácidos grasos, la 

transducción de señales intracelulares y el metabolismo energético en eucariontes (Blunsom 

and Cockcroft, 2019), todos ellos procesos metabólicos clave en la baja actividad del agua 

inducida por concentraciones saturadas de NaCl. 

Nuestros datos transcriptómicos son consistentes con los resultados obtenidos para el 

protista halófilo H. seosinensis, donde las cadenas de ácidos grasos más cortas aumentaron 

en condiciones hipersalinas (Harding et al., 2017). La regulación transcripcional negativa 

de la elongación de ácidos grasos observada en A. sydowii a una concentración saturada de 

NaCl se observó también en la levadura negra extremadamente halotolerante H. werneckii 

y en la filamentosa W. ichthyophaga (Plemenitaš et al., 2008 ; Gunde-Cimerman et al., 

2018). En el transcriptoma de A. sydowii los genes hacd (logFC = -5,67), fadD (logFC = -

4,31) y fas1/fas2 (logFC = -6,92/-4,47) que codifican la 3-hidroxiacil-CoA deshidratasa, la 

acil-CoA sintasa asociada a la membrana interna y el complejo de ácidos grasos sintasa, 

respectivamente, fueron reprimidos a una concentración saturada de NaCl (Fig. 13B). Los 

genes hacd y fadD están involucrados en la elongación de ácidos grasos (Fujita et al., 2007a, 

2007b), mientras que los productos del gen fas catalizan toda la biosíntesis de ácidos grasos 

C16-C18 (Runguphan and Keasling, 2014). 
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7. Conclusiones 

Basándonos en nuestros estudios previos (Jiménez-Gómez et al., 2020; Pérez-Llano et al., 

2020; Rodríguez-Pupo et al., 2021), A. sydowii es reconocido como un organismo modelo 

para el estudio de las adaptaciones de los hongos filamentosos a las condiciones hipersalinas. 

A. sydowii crece de forma óptima a 1 M de NaCl y puede crecer en todo el rango que va 

desde cero hasta la saturación de NaCl (5.13 M). En este estudio se utilizó por primera vez 

un enfoque multiómico (transcriptómico y metabolómico) para estudiar las respuestas de A. 

sydowii, durante el crecimiento en condiciones extremas de saturación por NaCl (5.13 M). 

Además describimos y caracterizamos los cambios morfológicos, la síntesis de osmolitos, las 

respuestas bioquímicas y transcriptómicas desencadenadas por este hongo para superar el 

estrés oxidativo causado por la sal. 

Nuestros resultados demostraron que la privación de agua inducida por concentraciones 

saturadas de NaCl tiene un importante impacto en la morfología celular de A. sydowii que 

incluyó una amplia remodelación morfológica para hacer frente al estrés salino. Esta es la 

descripción micromorfológica más completa realizada hasta el momento en un ascomiceto 

halófilo filamentoso. A. sydowii produjo como solutos compatibles, trehalosa, manito l, 

arabitol, eritritol y glicerol en presencia de concentraciones de 1.0 M y 5.13 M de NaCl. 

Curiosamente, los análisis de síntesis de osmolitos mostraron que el glicerol no aumentó en 

medios saturados de NaCl. Nuestros resultados también confirman que la producción de 

osmolitos depende de la fase de crecimiento. Las concentraciones saturadas de NaCl 

indujeron estrés oxidativo en A. sydowii. Nuestros datos bioquímicos mostraron que la 

catalasa, la superóxido dismutasa y la glutatión reductasa actuaron juntas como un sistema 

de defensa antioxidante primario para proteger a  A. sydowii contra las moléculas 

peroxidantes en condiciones de salinidad extrema. El glutatión reducido mostró los mismos 

niveles tanto en 1.0 M como en 5.13 M de NaCl, lo que indica que este hongo halófilo 

gestionó adecuadamente el estrés oxidativo causado por las condiciones de salinidad. 

Además, los datos transcriptómicos revelaron que los genes implicados en diferentes 

defensas antioxidantes celulares, como la homocisteína-cisteína, el glutatión, la glioxalasa y 

la tiorredoxina. Por lo tanto, A. sydowii desencadenó una amplia respuesta antioxidante para 

superar la toxicidad oxidativa celular.  

El análisis del perfil de mRNA en condiciones de saturación de NaCl mostró 1.842 genes 

significativamente expresados de forma diferencial, de los cuales 704 estaban 
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sobreexpresados. Como reveló el análisis GO, el proceso biológico enriquecido reflejó una 

amplia adaptación fisiológica a las altas concentraciones de sal (5.13 M de NaCl), 

principalmente en el metabolismo y la transducción de señales. Los procesos identificados 

previamente en otros hongos halófilos como cruciales para la adaptación a condiciones 

hipersalinas (Plemenitaš et al., 2008; Zajc et al., 2013), fueron la reestructuración de la pared 

celular, la síntesis de solutos compatibles y la fosforilación del sistema de transducción de 

señales. Estas adaptaciones también son cruciales para el crecimiento de los hongos a bajas 

temperaturas. Los principales cambios a nivel transcripcional incluyeron la vía de 

transducción de señales del glicerol de alta osmolaridad (HOG), los transportadores de iones 

y la ultraestructura y morfología de la pared celular. Curiosamente, los genes que codifican 

la síntesis de quitina fueron reprimidos, exponiendo el importante papel en el crecimiento 

celular y el aumento de las necesidades energéticas en NaCl saturado de los ß-1,3-glucanos, 

los transportadores de Ca2+ y los productos génicos relacionados con el crecimiento 

polarizado, la morfogénesis y el ciclo celular.  

Este estudio también es el primer intento de aclarar el papel de los lncRNAs en respuesta al 

estrés causado por altas concentraciones de NaCl. Una gran proporción de lncRNAs fueron 

regulados al alza, y la correlación de los niveles de co-expresión entre los reguladores 

transcripcionales (lncRNAs y TFs) y sus supuestas dianas asociadas a términos GO reflejaron 

la importancia de los procesos metabólicos, la fosforilación de proteínas, la actividad de la 

proteína quinasa, y la composición de la membrana plasmática para la adaptación a altas 

concentraciones de sal.  

Los cambios a nivel de reprogramación transcripcional del metabolismo de los aminoácidos 

dieron lugar a vías de biosíntesis de aminoácidos alteradas, diferencias en los perfiles de 

aminoácidos y menores cantidades de aminoácidos libres. Las funciones esenciales de la 

metionina, la cisteína y la histidina quedaron especialmente expuestas. A diferencia de otros 

hongos halófilos (Turk et al., 2004), las condiciones hipersalinas no influyeron en la 

composición o fluidez de la membrana plasmática. Este primer perfil metabolómico describió 

la adaptación de un hongo halófilo a las condiciones de NaCl saturado mediante un cambio 

en el consumo de nutrientes del medio, incluyendo un cambio metabólico hacia fuentes no 

lipídicas y diferencias en la producción de metabolitos secundarios. En resumen, este estudio 

señala el comienzo de una comprensión "ómica" y molecular de cómo los hongos halófilos 

se adaptan a las salinidades más extremas que son hostiles a la mayoría de los 

microorganismos eucariontes. 
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8. Anexos 

Anexo 1. Expresión transcriptómica de los genes de Aspergillus sydowii EXF-12860 relacionados con el metabolismo de los 

aminoácidos a 5.13 M de NaCl en comparación con 1.0 M de NaCl 

Amino acid 

metabolism 
           Transcript ID           Description Gene ID  LogFC    FDR 

 
GLU 

 

TRINITY_DN713_c0_g1_i7 
glutamate dehydrogenase gdh2 

-11.72 6.97E-09 

TRINITY_DN713_c0_g1_i4 -7.42 1.21E-06 

TYR/PHE 
TRINITY_DN759_c0_g1_i6 3-deoxy-7-phosphoheptulonate 

synthase 
aroG 

-11.50 1.56E-08 

TRINITY_DN759_c0_g1_i15 -6.33 6.56E-06 

HIS TRINITY_DN380_c0_g1_i3 
glucose-6-phosphate 

1-dehydrogenase 
g6pd -11.22 2.99E-08 

GLY 
 

TRINITY_DN1487_c0_g1_i12 

Cys-Gly metallodipeptidase dug1 

-9.92 7.31E-07 

TRINITY_DN1487_c0_g1_i5 -9.36 2.89E-06 

TRINITY_DN1487_c0_g1_i2 -4.86 4.85E-04 

TRINITY_DN1487_c0_g1_i1 -3.83 6.02E-03 

HIS TRINITY_DN182_c0_g1_i6 triosephosphate isomerase tpi1 -9.92 2.89E-07 

CYS TRINITY_DN573_c0_g1_i9 
thiosulfate/3-mercaptopyruvate 

sulfurtransferase 
tst -9.57 1.71E-06 

MET 
 

TRINITY_DN95_c0_g1_i26 

methylthioribose-1-phosphate 

isomerase 
mtnA 

-9.34 3.10E-06 

TRINITY_DN95_c0_g1_i11 -8.95 8.67E-06 

TRINITY_DN95_c0_g1_i7 -8.88 1.04E-05 

TRINITY_DN95_c0_g1_i1 -8.59 2.35E-05 

TRINITY_DN95_c0_g1_i9 -4.71 6.22E-04 

TRINITY_DN95_c0_g1_i6 -4.10 3.88E-03 

TRINITY_DN95_c0_g1_i32 9.82 8.42E-07 

HIS TRINITY_DN9078_c0_g1_i1 
glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase 
gpdA -9.26 3.74E-06 

TYR/PHE TRINITY_DN1765_c0_g1_i3 3-dehydroquinate dehydratase aroD -9.10 5.81E-06 

VAL/LEU/ILE TRINITY_DN5050_c0_g1_i2 dihydroxy-acid dehydratase ilvD -8.97 8.19E-06 

CYS 
 

TRINITY_DN1285_c0_g1_i27 
cysteine synthase cysK 

-8.34 2.89E-06 

TRINITY_DN1285_c0_g1_i15 6.75 3.82E-06 

TRINITY_DN1285_c0_g1_i25 
cystathionine beta-synthase cbs 

-7.43 4.95E-05 

TRINITY_DN1285_c0_g1_i43 4.06 4.16E-03 

HIS TRINITY_DN12621_c0_g1_i1 
6-phosphogluconate 

dehydrogenase 
gnd -6.99 1.63E-06 

SER 
 

TRINITY_DN242_c0_g1_i39 
D-3-phosphoglycerate 

dehydrogenase 
3-pgdh 

-6.95 1.48E-06 

TRINITY_DN242_c0_g1_i28 -6.76 3.20E-06 

TRINITY_DN242_c0_g1_i48 7.49 9.10E-07 

SER TRINITY_DN28_c1_g1_i14 phosphoglycerate kinase pgk1 -5.10 2.41E-04 

ILE 
TRINITY_DN800_c0_g1_i6 

acetolactate synthase ilvH 
-5.05 7.27E-04 

TRINITY_DN800_c0_g1_i1 -4.13 3.87E-03 

HIS TRINITY_DN4830_c0_g2_i1 
hercynylcysteine S-oxide 

synthase 
egt1 -4.72 8.88E-04 

PRO 
 

TRINITY_DN217_c0_g1_i16 
4-hydroxy-2-oxoglutarate 

aldolase 
hoga1 

-4.69 6.22E-04 

TRINITY_DN217_c0_g1_i26 -4.56 1.46E-03 

TRINITY_DN217_c0_g1_i11 -3.68 7.74E-03 
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Anexo 2. Expresión transcriptómica de los genes de Aspergillus sydowii EXF-12860 relacionados con el metabolismo de los ácidos grasos a 

5.13 M de NaCl en comparación con 1.0 M de NaCl. 

Process Transcript ID Description Gene ID LogFC FDR 

Glycerophospholipid 

metabolism 

TRINITY_DN560_c0_g1_i3 

phosphatidylserine 

decarboxylase 
psd 

-11.42 1.88E-08 

TRINITY_DN2907_c0_g1_i2 -10.11 4.43E-07 

TRINITY_DN560_c0_g1_i5 -5.70 5.87E-05 

TRINITY_DN560_c0_g1_i12 -4.74 5.38E-04 

TRINITY_DN2907_c0_g1_i1 -4.70 6.35E-04 

TRINITY_DN560_c0_g1_i1 -4.58 3.02E-03 

TRINITY_DN560_c0_g1_i13 -4.39 1.43E-03 

TRINITY_DN1717_c0_g1_i1 

phospholipase D1/2 pld1_2 

-11.30 2.38E-08 

TRINITY_DN1717_c0_g1_i19 -11.19 3.24E-08 

TRINITY_DN1717_c0_g1_i25 -10.76 4.45E-08 

TRINITY_DN1717_c0_g1_i27 -10.16 3.93E-07 

TRINITY_DN1717_c0_g1_i6 -7.61 2.91E-07 

TRINITY_DN1717_c0_g1_i5 -5.71 3.63E-05 

TRINITY_DN1717_c0_g1_i10 -5.48 7.45E-05 

TRINITY_DN2866_c0_g1_i1 -3.74 6.69E-03 

TRINITY_DN2706_c0_g1_i4 phosphatidylglycerophosphatase gep4 -8.70 2.34E-08 

TRINITY_DN640_c0_g1_i2 

glycerol-3-phosphate 

dehydrogenase [NAD+] 
gpd1 

-8.10 3.16E-06 

TRINITY_DN640_c0_g1_i15 -7.11 1.10E-05 

TRINITY_DN640_c0_g1_i9 -4.25 2.01E-03 

TRINITY_DN640_c0_g1_i17 -6.61 6.15E-06 

TRINITY_DN534_c0_g1_i20 -5.93 2.04E-05 

TRINITY_DN534_c0_g1_i6 -5.75 3.54E-05 

TRINITY_DN640_c0_g1_i3 -5.48 7.04E-05 

TRINITY_DN534_c0_g1_i7 -5.19 1.71E-04 

TRINITY_DN640_c0_g1_i1 -5.14 1.83E-04 

TRINITY_DN640_c0_g1_i7 -4.82 9.59E-04 

TRINITY_DN640_c0_g1_i14 -4.13 3.75E-03 

TRINITY_DN640_c0_g1_i8 -4.05 3.17E-03 

TRINITY_DN149_c0_g1_i11 
glycerol-3-phosphate 

dehydrogenase 
glpA -4.64 1.09E-03 

TRINITY_DN774_c0_g1_i6 
CDP-diacylglycerol--serine O-

phosphatidyltransferase 
pssA -4.11 5.12E-03 

TRINITY_DN5377_c1_g1_i3 CDP-diacylglycerol--inositol 3-

phosphatidyltransferase 
cdipt 

3.82 6.10E-03 

TRINITY_DN5377_c1_g1_i2 4.26 2.33E-03 

Glycerolipid 

metabolism 

TRINITY_DN194_c0_g1_i1 

alcohol dehydrogenase (NADP+) adh 

-10.24 4.89E-09 

TRINITY_DN194_c0_g1_i2 -7.46 3.79E-07 

TRINITY_DN4195_c0_g2_i1 6.11 4.61E-05 

TRINITY_DN590_c0_g1_i9 
diacylglycerol diphosphate 

phosphatase 
dpp1 -4.68 6.37E-04 

TRINITY_DN1861_c0_g1_i4 glycerol kinase glpK -4.30 2.41E-03 

TRINITY_DN1262_c0_g1_i5 acylglycerol lipase mgll 3.88 5.40E-03 
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Anexo 3. Expresión transcriptómica de los genes de Aspergillus sydowii EXF-12860 relacionados con el ciclo celular, la vía del alto 

glicerol (HOG), los solutos compatibles, la pared celular, la síntesis de feromonas, los transportadores de la membrana celular, la vía 

del calcio y la morfología a 5.13 M de NaCl en comparación con 1.0 M de NaCl. 

Process Trinity ID Description Gene ID LogFC FDR 

Cell cycle 

TRINITY_DN511_c0_g1_i19 

cullin 1 cdc53 

-11,31 2,38E-08 

TRINITY_DN511_c0_g1_i25 -10,35 2,57E-07 

TRINITY_DN511_c0_g1_i34 -10,21 3,45E-07 

TRINITY_DN511_c0_g1_i27 -9,54 1,86E-06 

TRINITY_DN3603_c0_g1_i1 
G2/mitotic-specific cyclin 3/4 clb3_4 

-10,54 1,62E-07 

TRINITY_DN3603_c0_g1_i2 -3,99 3,63E-03 

TRINITY_DN1440_c0_g1_i3 
serine/threonine-protein kinase chek2 

-10,22 3,42E-07 

TRINITY_DN1440_c0_g1_i5 -3,71 8,98E-03 

TRINITY_DN4013_c0_g1_i2 
structural maintenance of 

chromosome 2 
smc2 

-9,77 1.09E-06 

TRINITY_DN4013_c0_g1_i3 -8,97 8,19E-06 

TRINITY_DN4013_c0_g1_i1 -4,55 8,99E-04 

TRINITY_DN1956_c0_g1_i4 
mitotic spindle assembly checkpoint 

protein 
mad1 -9,62 1,50E-06 

TRINITY_DN2580_c0_g1_i7 
mitosis inhibitor protein kinase swe1 

-9,32 3,18E-06 

TRINITY_DN2580_c0_g1_i4 -5.13 2,28E-04 

TRINITY_DN4414_c0_g1_i2 
anaphase-promoting complex 

subunit 3 
apc3 -9,07 6,15E-06 

TRINITY_DN4637_c0_g1_i3 separase esp1 -6,37 8,79E-06 

TRINITY_DN385_c0_g1_i5 anaphase-promoting complex 

subunit 5 
apc5 

-6,23 1,64E-05 

TRINITY_DN385_c0_g1_i8 -5,38 2,88E-04 

TRINITY_DN945_c0_g1_i11 serine/threonine-protein 

phosphatase 

2A regulatory subunit B 

cdc55 

-5,89 1,40E-04 

TRINITY_DN945_c0_g1_i12 -5,59 1,56E-04 

TRINITY_DN945_c0_g1_i5 -4,75 1.00E-03 

TRINITY_DN1000_c0_g1_i4 
cyclin-dependent kinase regulatory 

subunit 
cks1 -5,45 2,94E-04 

TRINITY_DN2023_c0_g1_i2 
checkpoint serine/threonine-protein 

kinase 
bub1 -5,21 2,01E-04 

TRINITY_DN240_c1_g1_i1 structural maintenance of 

chromosome 4 
smc4 

-4,55 9,07E-04 

TRINITY_DN240_c1_g1_i2 -3,98 3,76E-03 

TRINITY_DN986_c0_g1_i7 condensin complex subunit 1 ycs4 -4,81 6,17E-04 

TRINITY_DN1240_c0_g1_i1 
G2/mitotic-specific cyclin 2 clb2 

-4,43 1,45E-03 

TRINITY_DN1240_c0_g1_i2 -3,63 9,00E-03 

TRINITY_DN767_c0_g1_i6 M-phase inducer tyrosine 

phosphatase 

mih1 

 

-4,36 1,45E-03 

TRINITY_DN767_c0_g1_i3 -4,18 2,39E-03 

TRINITY_DN2184_c0_g1_i1 F-box and WD-40 domain protein cdc4 -4,32 1,78E-03 

TRINITY_DN5435_c0_g1_i1 
F-box and leucine-rich repeat 

protein 
grr1 -4,27 3,12E-03 

TRINITY_DN603_c0_g1_i8 
condensin complex subunit 2 brn1 

5,57 5,88E-05 

TRINITY_DN603_c0_g1_i12 6,37 2,97E-05 
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Anexo 4. Análisis de componentes principales (PCA) y agrupación de variables de componentes principales (PCVG) de A. sydowii cultivada en condiciones 

optimas (1M NaCl) y estresantes (5.13 NaCl). El gráfico de puntuaciones (panel superior izquierdo) se utilizó para visualizar el patrón entre las muestras. Los 

gráficos de carga (panel superior derecho) con PCVG se utilizaron para detectar las características que contribuyeron a la se paración de las muestras. Los gráficos 

de perfil (paneles inferiores) se utilizaron para verificar la intensidad de los rasgos diferencialmente abundantes en A. sydowii cultivada en optimas (1M NaCl) y 

estresantes (5.13 NaCl). Las siglas representan A. sydowii (AS), control de medio de cultivo (CM) y muestras de control de calidad (QC). Las cifras fueron 

recuperadas de MarkerView Software. Las estructuras químicas fueron dibujadas con ChemDraw Professional 16.0. 
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