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Resumen

Las hidrofobinas son proteinas producidas por hongos filamentosos, estas son de bajo
peso molecular (5-20 kDa), anfipaticas, tienen diversas aplicaciones en el campo de la
biotecnologia como agentes emulsionantes, incrementadores de la biocompatibilidad de
implantes médicos, recubrimiento de farmacos para su administracion, recubrimiento de
nanotubos de carbono, etc. La caracteristica principal es que tienen ocho residuos de
cisteina que forman cuatro puentes disulfuro, en una secuencia promedio de 100
aminoacidos. Estas se clasifican de acuerdo con sus caracteristicas en clase |
(secuencias no conservadas, espacios variables entre las cisteinas y una pelicula que
presenta la formacion de estructuras fibrilares en forma de bastones tipo “rodlets”) y clase
Il (presentan secuencias y espacios conservados entre las cisteinas y no forman
peliculas con morfologia fibrilar con forma de bastones). Estas proteinas tienden a
acumularse y autoensamblarse en interfases (entre una fase acuosa y una fase
hidrofébica), por ejemplo, entre el agua y el aire. Por otro lado, las hidrofobinas tienen
multiples funciones en el ciclo de vida de los hongos. Estas recubren la pared celular de
los hongos, proporcionandoles resistencia ante la humedad y la desecacién. Reducen
la tension superficial del agua, favoreciendo el crecimiento de las hifas en el aire.
Ademas, su propiedad anfipatica les permite la dispersion en el aire y adherencia de las
esporas a superficies hidrofdbicas. Estas proteinas también son relevantes para
patogenicidad de hongos como Aspergillus fumigatus, un patégeno de los humanos,
porque se ha reportado rodA, una hidrofobina de clase |, genera estructuras en forma de
bastones que recubren la superficie de los conidios y que el sistema inmune del
hospedero puede detectar a las mutantes en este gen. En estudios de hidrofobinas en
Fusarium graminearum la delecién de Fghyd2 y Fghyd3 genera una reduccion de
adhesién del hongo a superficies hidrofdbicas, una disminucion en la habilidad de las
hifas para romper la tension superficial del agua y en su capacidad para infectar a las
espigas de trigo. Se ha sugerido que las hidrofobinas son indispensables para contender
contra los ambientes hipersalinos en el hongo haléfilo obligado Wallemia ichthyophaga
debido a que se ha visto una expresion diferencial de estas en condiciones hipersalinas
(2.6 My 4.3 M), estos estudios son semejantes a lo reportado en nuestro laboratorio con
Aspergillus sydowii. El analisis transcriptomico de este hongo crecido en condiciones



hiper (2 M NaCl) e hipo-osmoéticas (sin NaCl) estresantes, y condiciones optimas (0.5
NaCl) mostroé que 3 de 5 genes que codifican para hidrofobinas se expresan de manera
diferencial (sih1, sih2 y sih4). Esto sugiere que la expresion de estas proteinas son una
respuesta al estrés hipo e hiperosmoético, sin embargo, no existe evidencia experimental
que sustente el papel que juegan éstas bajo dichas condiciones. Nuestro laboratorio esta
interesado en comprender el papel de estas durante el estrés (particularmente osmatico
e idnico) en el hongo haldfilo A. sydowii, nuestro modelo de estudio. Durante mi tesis de
licenciatura se generaron los “cassettes” recombinantes de los genes sih1, sih2 y sih4
con el fin de obtener una delecién de los genes silvestres de hidrofobinas y asi determinar
su funcion. En el presente trabajo se obtuvieron las cepas mutantes del haldfilo A. sydowii
a través de la transformacion con el “cassette” recombinante del gen sih2 y
posteriormente se caracterizd su fenotipo en condiciones estresantes: estrés salino,
osmotico y estrés en pared celular. El analisis de la expresién de las hidrofobinas en
condiciones de estrés se propone para profundizar en los mecanismos moleculares
involucrados, dado que se ha observado que las hidrofobinas permiten contender con
diversas condiciones de estrés en multiples hongos como Beauveria bassiana vy

Cordyceps militaris.

Palabras clave: hidrofobinas, halofilia, transformacion, delecion, mutantes por

recombinacion.
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1.- Introduccion

1.1.- Organismos extremdfilos y extremotolerantes

Los organismos extreméfilos dominan los ambientes en condiciones fisicoquimicas que
son desfavorables para el desarrollo de organismos con requerimientos similares a los
humanos, ya que han generado adaptaciones que les permiten vivir exitosamente en
estos ambientes. Por lo que aquellos organismos que toleran condiciones extremas pero
cuyo 6ptimo de crecimiento se encuentra dentro de los pardmetros considerados por los
humanos como estandar se denominan extremotolerantes (Sanchez Ifigo, 2014),
mientras que los que viven dptimamente en parametros fuera del estandar son llamados
extremofilos. Estos se clasifican de acuerdo con la condicion ambiental a la que
encuentran su 6ptimo de crecimiento en: basofilos (pH > 9), acidéfilos (pH < 3), psicrofilos
(<15 °C), piezdfilos (10 — 50 MPa), xerofilos (< 0.85 Aw), termofilos (60 - 80 °C) y haldfilos
(> 0.2 M de NaCl) (Horikoshi, 1996; Baker-Austin y Dopson, 2007; Moyer et al., 2007;
Fang et al., 2010; Pettersson y Su-lin, 2011; Wang et al., 2015; Tse y Ma, 2016;). Los
halofilos, tema central de este trabajo, han recibido gran atencién gracias a su potencial
biotecnolégico como la produccion de polimeros, enzimas y solutos compatibles, ademas
de usos en biorremediacion y biodegradacion (Gupta et al., 2014; Ventosa y Nieto, 1995).
Dentro de estos, algunos de ellos se consideran también xerdfilos, ya que estos
requieren condiciones de baja actividad de agua (aw) lo que lleva a un estrés osmatico,

pero no iénico como en el caso de los haléfilos (Pettersson y Su-lin, 2011).

1.2.- Hongos haldfilos

Los hongos haldéfilos se habian descrito unicamente como contaminantes de comida,
pero a partir del afio 2000 se describio la presencia de multiples especies de ascomicetos
en salinas solares, y en otros ambientes hipersalinos. Entre estos, levaduras como
Debaryomyces hansenii y Pichia membranifaciens, y hongos filamentosos del género
Aspergillus y hongos basidiomicetos como W. ichthyophaga (Gunde-Cimerman, et al.,
2009). De acuerdo con su requerimiento de cloruro de sodio (NaCl) los haldfilos se
clasifican en leves, moderados y extremos, cuyo éptimo de crecimiento se alcanza a

concentraciones de 0.25-0.5M, 0.5-2.0My 2 - 5 M, respectivamente. Mientras que



los hongos cuyo optimo de crecimiento esta en ausencia de NaCl, pero que crecen en
condiciones elevadas de sal incluso hasta la saturacion son llamados halotolerantes
(Gupta et al., 2014). Los hongos haléfilos han proliferado en estas condiciones extremas
gracias al desarrollo de diversas adaptaciones, dominando asi nichos como lagos
hipersalinos (como el lago del desierto de Kalahari, Sudafrica), estanques de
evaporacion como la salina solar de Secovlje, Eslovenia, suelos salinos, e incluso
ambientes marinos muy profundos como la zona hadal (donde vive la cepa Aspergillus
sydowii XTO612 en el intestino de anfipodos hadales) (Gunde-Cimerman et al., 2024,
Wang et al., 2025).

1.3.- Mecanismos de halofilia

Existen dos estrategias principales en organismos haldfilos para enfrentar el estrés
osmatico. La primera, conocida como “salt in”, es empleada por arqueas en la que se
acumula potasio (K*) para igualar las concentraciones de sodio (Na*) extracelular, a
través de bombas dependientes de ATP, como ocurre en las arqueas haldfilas del género
Halobacterium (Madigan, 2015). Se ha sugerido que las cargas negativas de los
aminoacidos acidos en la superficie proteica son fundamentales para mantener su
estabilidad, evitando fendmenos de desnaturalizacion, agregacién y precipitaciéon en

condiciones de alta salinidad (Dym et al., 1995).

En contraste, los eucariontes y bacterias haldfilas emplean la estrategia “salt out”,
mediante la cual mantienen la homeostasis hidrica a través de la acumulacién intracelular
de solutos compatibles, evitando la deshidratacion celular bajo alta presion osmaética
(Gupta et al., 2014). Estos compuestos son moléculas organicas de bajo peso molecular,
generalmente neutras o zwitteridnicas, que no interfieren con la funcion proteica. Entre
los mas comunes se encuentran glicina betaina, ectoina, hidroxi-ectoina, trehalosa y
glicerol. De manera complementaria, estas células expulsan Na* mediante

transportadores activos de membrana.



En eubacterias halotolerantes como Escherichia coli, Bacillus subtilis y Halomonas
elongata, la adaptacion osmoética implica ademas de la sintesis como la captacién de
solutos compatibles también se toma del medio extracelular. Por ejemplo, H. elongata
sintetiza ectoina como principal osmoprotector, en contraste una bacteria no tolerante
como E. coli utiliza sistemas de transporte como ProP y ProU para la captacion de glicina
betaina y prolina (Peters et al., 1987; Lucht y Bremer, 1994). Estos sistemas pertenecen
a las familias ABC (ATP-binding cassette) y MFS (major facilitator superfamily), ademas
de incluir transportadores tipo TRAP, ampliamente representados en el genoma de H.
elongata (Schwibbert et al., 2011).

En organismos eucariontes como algas verdes y hongos, es comun la acumulacion de
polioles como glicerol y manitol (Rodriguez-Pupo et al., 2021). En particular, el glicerol
es el soluto compatible predominante en diversas levaduras y hongos halotolerantes
como W. ichthyophaga, D. hanseniiy S. cerevisiae bajo condiciones hipersalinas (Gunde
et al., 2009). Su acumulacion esta regulada por la via de senalizacion HOG (High

Osmolarity Glycerol), la cual coordina la respuesta celular frente al estrés osmoético.

Existen dos estrategias principales en organismos extremofilos para enfrentar el estrés
osmotico. La primera conocida como “salt in", empleada por arqueas, en la que se
acumula potasio (K*) para igualar las concentraciones de sodio (Na*) extracelular, a
través de bombas dependientes de ATP, como ocurre en las arqueas haldfilas del género
Halobacterium (Madigan, 2015). Se ha sugerido que las cargas negativas de los
aminoacidos acidos en la superficie proteica son fundamentales para mantener su
estabilidad, evitando fendbmenos de desnaturalizacion, agregacion y precipitacion, los
cuales suelen presentarse cuando proteinas no haldfilas se exponen a altas

concentraciones salinas (Dym et al., 1995).

En cambio, los eucariontes y bacterias haldfilas emplean la estrategia “salt out”, en la
que se alcanza una homeostasis hidrica, a través de la acumulacion de compuestos
osmoprotectores, evitando la deshidratacién celular en condiciones de alta presion
osmotica (Gupta et al., 2014). Ademas, bombean Na* mediante transportadores activos

de membrana hacia el exterior celular. Este mecanismo consiste en la acumulacion
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intracelular de moléculas organicas altamente solubles que no interfieren con la funcién
proteica. Entre los solutos compatibles mas comunes se encuentran la glicina betaina,
ectoina, hidroxi-ectoina, trehalosa y glicerol, los cuales permiten mantener el equilibrio
osmotico sin alterar la estructura de macromoléculas celulares. En eubacterias
halotolerantes como Escherichia coli, Bacillus subtilis y Halomonas elongata, la
adaptacion osmética implica ademas de la sintesis de solutos compatibles también se
toma del medio extracelular. Por ejemplo, H. elongata sintetiza ectoina como principal
osmoprotector, en contraste una bacteria no tolerante como E. coli utiliza sistemas de
transporte como ProP y ProU para la captacion de glicina, betaina y prolina (Peters et
al., 1990; Lucht y Bremer, 1994). En este contexto, dichos sistemas de transporte
pertenecen a las familias ABC (ATP-binding cassette) y MFS (major facilitator
superfamily), ademas de incluir otros sistemas como los transportadores tipo TRAP, los
cuales se encuentran ampliamente representados en el genoma de H. elongata vy
participan en el transporte de diversos solutos, incluyendo osmolitos compatibles
(Schwibbert et al., 2011).

Los solutos compatibles son moléculas de distinta naturaleza quimica (aminoacidos,
carbohidratos, polialcoholes), de bajo peso molecular y generalmente neutras o
zwitteridnicas, que no interfieren con el metabolismo celular (Yancey, 2005). Entre ellos
se incluyen aminoacidos como prolina y glutamato, derivados como glicina betaina y
ectoina, disacaridos como trehalosa y sacarosa, asi como polioles tales como glicerol,
manitol y arabitol (Morbach et al., 2003; Antranikian,1998). Particularmente, las algas
verdes y los hongos almacenan polioles como glicerol y manitol (Rodriguez-Pupo et al.,
2021), siendo el glicerol el soluto compatible predominante en diversas levaduras y
hongos halotolerantes como W. ichthyophaga, D. hansenii y S. cerevisiae,
particularmente bajo condiciones hipersalinas (Gunde et al., 2009). La acumulacién de
glicerol en estos organismos esta regulada por mecanismos de sefalizacion osmotica,
la via HOG (High Osmolarity Glycerol), responsable de coordinar la respuesta celular

frente al estrés osmatico.



1.3.1.- Via HOG.
Via de sefalizacion HOG (High Osmolarity Glycerol)

La via de sefializacion HOG (High Osmolarity Glycerol) es una cascada tipo MAPK
altamente conservada en hongos, incluyendo levaduras como S. cerevisiae y hongos
filamentosos del género Aspergillus. Se activa en respuesta a cambios en la presién
osmotica, como ocurre en ambientes con altas concentraciones de sal, mediante
sensores de membrana que detectan el estrés extracelular y transmiten la sefal al
interior celular, desencadenando una cascada de eventos de fosforilacién que culmina
en la activacion de la MAP cinasa Hog1p. La activacion de Hog1p promueve su
translocacién al nucleo, donde fosforila diversas proteinas blanco, incluyendo factores
de transcripcion que inducen la expresién de genes implicados en la sintesis y

acumulacion de glicerol y otros solutos compatibles (Folch et al., 2004; Cao et al., 2025).

En la levadura S. cerevisiae, esta via ha sido ampliamente caracterizada, donde los
sensores SIn1p y Sho1p desempefian un papel fundamental en la deteccion del estrés
osmotico. SIn1p actua como un regulador negativo de la via, mientras que Sho1p
participa en el reclutamiento de la MAPKK (Pbs2p) a la membrana plasmatica, facilitando
la activacion de la cascada de sefializacion y la posterior translocacion nuclear de Hog1p
(Folch et al., 2004).

En este contexto, SIin1p actia como una histidina cinasa transmembranal tipo sistema
de dos componentes. Este receptor forma dimeros capaces de autofosforilarse, iniciando
una cascada de fosfotransferencia en la que el grupo fosfato se transfiere a Ypd1 y
posteriormente a Ssk1. En condiciones iso-osmoticas, SIin1p se mantiene activo,
promoviendo la fosforilacién de Ssk1, lo que impide su interaccion con las MAPKKKs
Ssk2 y Ssk22 y mantiene la via reprimida. Sin embargo, bajo condiciones de alta
osmolaridad, la actividad de SIn1p disminuye, permitiendo la desfosforilacién de Ssk1 y
Su asociacion con Ssk2 y Ssk22, lo que activa la cascada de sefializacion (Hohmann,
2009; Horie et al., 2008; Tatebayashi et al., 2007; Folch-Mallol et al., 2004).



Por otro lado, Sho1p es una proteina con cuatro dominios transmembranales y un
dominio citoplasmico SH3 (Src Homology), que responde a cambios en la organizacién
de la membrana bajo condiciones de estrés hiperosmaotico. Este dominio permite su
interaccién con regiones ricas en prolina de proteinas como Pbs2, facilitando el
ensamblaje de complejos de sefalizacion en la membrana plasmatica. Asimismo, Sho1p
puede interactuar con Ste11 de manera independiente, actuando como una plataforma
que organiza y ancla los componentes de la cascada, favoreciendo una activacion
eficiente de la via en respuesta a altas salinidades (Raitt et al., 2000; Maeda et al., 1995;
Zarrinpar et al., 2004).

En hongos filamentosos como A. sydowii, la via HOG conserva esta arquitectura basica,
pero presenta una mayor complejidad funcional. Se ha reportado la existencia de
multiples homélogos de Hog17, incluyendo Hog1, Hog2 y MpkC, lo que sugiere
mecanismos redundantes o especializados para responder a distintos tipos de estrés
(Rodriguez-Pupo et al., 2021). En este contexto, la via no solo regula la homeostasis
osmotica a través del control del metabolismo del glicerol y transportadores como Fps1,

sino que también participa en la modulacion de procesos fisiolégicos mas amplios.

De hecho, estudios recientes han demostrado que en A. sydowii la via HOG actua como
un sistema integrador de sefales de estrés ambiental. Por ejemplo, en condiciones de
alta presion hidrostatica, la activacién de la MAPK Hog1p no solo influye en la respuesta
osmotica, sino también en la regulacién del estado redox, el metabolismo energético y la
produccion de metabolitos secundarios (Cao et al., 2025). En ausencia de esta via se
observan alteraciones en el crecimiento, la produccién de metabolitos secundarios y la
homeostasis del glicerol, ademas de cambios en el equilibrio redox y en la respuesta al
estrés oxidativo, o que en conjunto compromete la capacidad de adaptacién a
condiciones extremas (Hu et al., 2025). En conjunto, la regulacion de la homeostasis
osmotica por la via HOG no sélo depende del metabolismo y transporte de osmolitos
como el glicerol, sino que también implica ajustes en el transporte i6nico a través de la

membrana plasmatica. Estos procesos permiten mantener el equilibrio osmético y
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electroquimico celular frente a condiciones de estrés, integrando de manera coordinada
la acumulacion de solutos compatibles y el flujo de iones para sostener la homeostasis

celular bajo condiciones de estrés.
1.3.2.- Transporte idnico

Para contender contra el estrés idnico, los microorganismos halotolerantes han
desarrollado sistemas especializados de transporte de cationes que permiten mantener
la homeostasis intracelular bajo altas concentraciones de NaCl, particularmente
mediante el control de la relacién K*/Na*. Estos sistemas incluyen transportadores de
captacion de K*, como Trk1 y Trk2 (codificados por los genes TRK1 y TRK2), y
mecanismos de expulsion de Na*, como las ATPasas tipo P de la familia Ena (codificadas
por los genes ENA1-ENAS) y los antiportadores Na*/H* (codificados por el gen NHAT),
los cuales actuan de manera coordinada para evitar la acumulacién téxica de sodio (Arifio
et al., 2010; Hohmann, 2009).

En la levadura S. cerevisiae, la homeostasis de cationes alcalinos depende del control
de los procesos de transporte a través de la membrana plasmatica, los cuales regulan la
concentracion intracelular de K* y Na*. La captacion de K* esta mediada principalmente
por los transportadores de alta afinidad Trk1 y Trk2 (codificados por TRK1 y TRK2),
mientras que la extrusion de Na* depende de las ATPasas Ena (principalmente ENA1)y
del antiportador Nha1 (codificado por NHA17). Estos sistemas estan regulados por
diversas vias de sefalizacion, incluyendo la via HOG y la calcineurina, las cuales
modulan tanto la expresiéon como la actividad de estos transportadores, permitiendo una
respuesta eficiente frente a cambios en la osmolaridad y la concentracion idnica (Arifio
et al., 2010). En hongos halotolerantes, estas mismas estrategias se diversifican de
acuerdo con el organismo. En especies como Hortaea werneckii, el mantenimiento del
equilibrio idnico se asocia con una expansion génica significativa de estos sistemas,
incluyendo multiples copias de Trk, Ena y Nha (homdlogos de TRK, ENA 'y NHA), lo que
sugiere una estrategia basada en redundancia funcional y regulacion diferencial para

tolerar ambientes hipersalinos (Plemenitas et al., 2014). En contraste, W. ichthyophaga



presenta un repertorio reducido y niveles de expresién mas bajos de transportadores de
cationes. No obstante, conserva sistemas esenciales como las ATPasas Ena, los
antiportadores Nha y las ATPasas de protones Pma (homologa a PMA1 en S. cerevisiae),
que generan el gradiente electroquimico necesario para el funcionamiento de los
antiportadores, asi como complejos V-ATPasa implicados en la regulacion del pH
intracelular. Ademas, se ha propuesto que su pared celular gruesa contribuye a limitar la
entrada de sodio, representando una estrategia complementaria de adaptacion al estrés
idnico (Plemenitas et al., 2016; Kralj et al., 2010).



1.3.3.- Adaptaciones en la pared celular

La pared celular fungica es una estructura dinamica y rigida localizada externamente a
la membrana plasmatica, cuya funcion principal es proporcionar soporte estructural y
proteccion frente a condiciones ambientales adversas. Esta compuesta principalmente
por una red compleja de polisacaridos y glicoproteinas, donde los B-1,3-glucanos
constituyen el componente mayoritario de la matriz interna, enlazados mediante -1,6-
glucanos que contribuyen a la organizacion tridimensional de la red. En esta misma capa
interna se localiza la quitina, la cual refuerza la estructura polisacaridica y aporta rigidez
adicional. Por su parte, los a-glucanos, cuando estan presentes, forman parte de la
fraccion fibrilar de la pared y pueden contribuir tanto a la integridad estructural como al
enmascaramiento de otros componentes, modulando la interaccién con el entorno.
Finalmente, las manoproteinas se disponen en la capa mas externa, donde participan en
procesos de adhesién, reconocimiento y respuesta a estimulos ambientales (Free et al.,
2013). Adicionalmente, la organizacion de la pared celular no es uniforme entre los
distintos grupos de hongos, sino que presenta variaciones en la proporcion y disposicion
de sus componentes. En levaduras, la pared suele mostrar una estructura bien definida
en capas, con una matriz interna rica en B-glucanos y quitina, recubierta por una capa
externa abundante en manoproteinas. En contraste, en hongos filamentosos como
Aspergillus spp., la pared celular presenta una arquitectura mas compleja y dinamica, en
la que los a-glucanos pueden adquirir un papel mas relevante en la organizacion de la
superficie celular. Asimismo, en estructuras especializadas como los conidios, la pared
puede incorporar componentes adicionales, como hidrofobinas y melaninas, que
confieren propiedades especificas como hidrofobicidad, resistencia a la desecacién y
proteccion frente a agentes externos. Estas diferencias estructurales, asi como la
disposicion de polisacaridos como mananos, B-glucanos y a-glucanos, también se
ilustran en la Figura 1. Estas variaciones reflejan la capacidad de la pared celular para
adaptarse a diferentes estados de desarrollo y condiciones ambientales, funcionando no
solo como una barrera estructural, sino también como una interfaz dinamica de

interaccién con el entorno (Gow et al., 2017).



GalXM| GXM

Capsule

a-1,3-glucan

Mannan

B-1,6-glucan -

p-1,3-glucan

a Candida yeasts b Pneumocystis spp. € Aspergillus d Aspergillus e Cryptococcus f Histoplasma capsulatum
conidium fumigatus and Blastomyces
hyphae dermatitidis

Figura 1. Organizacion estructural de la pared celular fungica, mostrando la disposicién de 3-
glucanos, quitina, a-glucanos y manoproteinas. Tomada de Gow et al. (2017).
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Se ha observado en organismos como W. ichtyophaga modificaciones de su pared
celular en condiciones hipersalinas. Al pasar de un medio con 2.6 M a un 4.3 M de NacCl,
el grosor de su pared celular aumenta hasta 1.6 veces (Figura 2a) (Kralj et al., 2010).
También la pared celular del haléfilo moderado A. sydowii se engrosa cuando es
sometido a estrés osmotico (Figura 2b). Lo que correlaciona con la sobre-expresion de
transcritos que expresan enzimas que tienen un rol en su remodelacién (la
endoquitinasa, la ECM33, la CRH glicosidasa, la glucosiltransferasa de la familia GEL).
Dicha expresién diferencial sugiere que, al crecer en un ambiente hiperosmoético, se
incrementa el contenido de B-glucanos, mientras que el contenido de quitina se reduce
(Pérez-Llano et al., 2020).

mm No NacCl == 0.5M NaCl = 2.0M NacCl

Figura 2. Engrosamiento de la pared celular en (a) Wallemia ichthyophaga (izquierda 15% de
NaCl; derecha 25% de NaCl) (Kralj et al., 2009) y (b) A. sydowii (Pérez-Llano et al., 2020).
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Como se ha mencionado arriba, la pared celular presenta en su region mas externa una
capa de hidrofobinas, la cual, a pesar de su caracter hidrofébico, permite el intercambio
de gases. Asimismo, se ha reportado la expresion diferencial de transcritos de estas
proteinas en W. ichthyophaga y A. sydowii. Pérez-Llano y colaboradores (2020)
mostraron que los genes sih1y sih2 de A. sydowii se sobreexpresan en una condicion
hipersalina (2 M NaCl), y, por otro lado, el gen sih4 se regula de forma positiva en
ausencia de sal. Es interesante que W. ichthyophaga, un haldfilo obligado, que tiene un
genoma relativamente pequefio (9 Mb) comparado con el promedio de otros hongos,
presenta hasta 26 genes de hidrofobinas, y expresa diferencialmente 8 hidrofobinas en
baja salinidad y otras 4 en hipersalinidad (Plemenitas et al., 2014; Zajc et al., 2013). Zajc
y colaboradores (2013) hipotetizan que el incremento de genes de las hidrofobinas podria
tener un papel relevante en el estilo de vida del hongo en un ambiente salino, sin
embargo, no existe hasta el momento evidencia experimental que sustente la

participacion de estas como un protector frente al estrés hipersalino.
1.4.1- Caracteristicas de las hidrofobinas

Las hidrofobinas son proteinas pequefias (5-20 kDa) producidas por hongos
filamentosos. Y tienen multiples aplicaciones en el campo de la biotecnologia como
agentes emulsionantes, como incrementadores de la biocompatibilidad de implantes
meédicos, en la administracion de farmacos recubiertos por hidrofobinas, en el
recubrimiento de nanotubos de carbono, utiles en la purificacién de proteinas, etc
(Macindoe et al., 2012). Estas son anfipaticas (figura 3), y son denominadas hidrofobinas
haciendo referencia a su hidrofobicidad (ver Plemenitas et al., 2014). Su caracteristica
principal es tener ocho residuos de cisteinas que forman cuatro puentes disulfuro, en una
secuencia promedio de 100 aminoacidos (Linder et al., 2005). Estas se autoensamblan

en interfaces hidrofilicas-hidrofébicas, formando peliculas anfipaticas.

Figura 3. Representacién de la hidrofobina de clase | EAS
mostrando la superficie hidrofilica (izquierda), y la superficie
hidrofobica (derecha). Residuos hidrofdbicos de color gris,
mientras que los positivos y negativos coloreados de azul y
rojo, respectivamente (Ren et al., 2013).
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Las hidrofobinas son clasificadas en clase | y clase Il. Las de clase | tienen secuencias
de aminoacidos no conservados, espacios variables entre las cisteinas y una pelicula
que presenta la formacién de estructuras fibrilares en forma de bastones tipo “rodlets”
(Figura 4), son altamente estables e insolubles en SDS, pero se disuelven en solventes
acidos como el acido férmico (Linder et al., 2005). Las de clase |l poseen secuencias de
aminodacidos y espacios conservados entre las cisteinas (ver figura 5), son menos
estables y no forman peliculas tipo bastén. Se ha propuesto la existencia de una tercera
clase de hidrofobinas con propiedades intermedias entre las clases | y Il. Estas presentan
un patrén de espaciamiento entre residuos de cisteina distinto (X? - C - X8,11-14-C-C
- X5-17,40-42 - C - X3-8,23-41-C - X4,6-9 - C - C - X4,5,21-35 - C - X14-457). Este
patron difiere del consenso descrito para las hidrofobinas de clase | (X? - C - X5-7 - C -
C-X19-39-C-X8-23-C-X5-C-C-X6-18 - C - X2-13) y del caracteristico de la
clase Il (X?-C-X9-10-C-C-X11-C-X16-C-X8-9-C-C-X10 - C - X6-7),

aunque conserva similitudes parciales con ambas (Littlejohn et al., 2012).

Figura 4. Hidrofobina de clase | tipo rodlets proveniente de S. commune (SC3) mostrando la
disposicién de la pelicula formada por SC3 (Linder et al., 2005).
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1.4.2.- Estructura y funcién de las hidrofobinas

Las hidrofobinas estdn compuestas por cuatro hebras B antiparalelas formando un
nucleo barril B central, estas hebras B son rodeadas de otros elementos de estructura
secundaria (como a hélices) y bucles bien definidos (L1, L2 y L3), y regiones

relativamente flexibles (Figura 5) (Ren et al., 2013).

A L, L
H@ l le‘ | |
L L3 L L
SC16 EAS DewA MPG1 HFBI/HFBII/NC2

Figura 5. Modelos de la estructura secundaria de multiples hidrofobinas. Las cuatro hojas B estan
numeradas (del 1 al 4) y los bucles estan representados como L1, L2 y L3. Hidrofobinas de clase I:
SC16 de S. commune, EAS de Neurospora crassa, DewA de A. nidulans y MPG1 de Magnaporthe
grisea, y las hidrofobinas de clase Il: HFB | y HFB Il de T. reeseiy NC2 de N. crassa (Gandier et al.,
2017).

Class | hydrophobins

C# 1 23
IGPNTCSIDDYKPYCCQSMSGPAG-

Figura 6. Alineamiento de secuencias de hidrofobinas de clase | y clase Il (Ren et al., 2013). Los residuos
de cisteina estan marcados en color amarillo. Los residuos conservados estan marcados con un tono
oscuro. La formacion de puentes disulfuro estan indicados con corchetes bajo las secuencias.
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Las hidrofobinas son clave para el ciclo de vida de los hongos. Reducen la tension
superficial del agua, permitiendo el crecimiento de las hifas en el aire, y recubren a las
esporas para protegerlas de la desecacioén (Linder et al., 2005) debido a que las vuelven
impermeables, pero permiten el intercambio gaseoso (Ren et al., 2013). Debido a que se
autoensamblan en interfases hidrofébicas — hidrofilicas (confiriéndoles una propiedad
hidrofdbica), las esporas pueden adherirse a superficies hidrofobicas. Las funciones de
estas proteinas han sido descritas mediante la remocién de los genes que codifican
hidrofobinas por ingenieria genética. Por ejemplo, la cepa mutante del gen hfb1 en
Trichoderma reesei presenta defectos en el desarrollo de las hifas, mientras que las
mutantes del gen hfb2 muestran una reduccion del 50% en la esporulacion (Askolin et
al., 2005). Asimismo, en otros hongos filamentosos se ha observado que deleciones de
genes de hidrofobinas, como hyd?1 de Beauveria bassiana, Cmhyd1 de Cordyceps
militaris, hfb2 de T. reesei y hyd1/hyd3 de Clonostachys rosea, alteran propiedades de la
superficie conidial, afectando procesos como la adherencia y la hidrofobicidad (Zhang et
al., 2011; Li et al., 2021; Askolin et al., 2005; Dubey et al., 2014).

Ademas, también se han implicado en la patogenicidad de diversos hongos. Por ejemplo,
la delecion del gen rodA, que codifica una hidrofobina en A. fumigatus, un patégeno
oportunista de humanos, provoca que los conidios sean mas facilmente reconocidos por
el sistema inmune del hospedero. De manera similar, la eliminacion de los genes Fghyd2
y Fghyd3 en Fusarium graminearum reduce significativamente su capacidad de infectar
espigas de trigo (Paris et al., 2003; Quarantin et al., 2019).

Por otra parte, se ha propuesto que la abundancia de amino&cidos acidos en la superficie
de ciertas proteinas es crucial para su estabilidad en ambientes con alta salinidad. Ya
gue se ha sugerido que las cargas negativas aportadas por estos residuos favorecen la
interaccién con moléculas de agua y cationes del medio, lo que ayuda a prevenir la
desnaturalizacion, agregacién y precipitacion proteica, fendbmenos comunes cuando
proteinas no halofilas son expuestas a concentraciones elevadas de sal (Dym et al.,
1995). En este contexto, resulta particularmente interesante que en el hongo haldfilo
obligado W. ichthyophaga se hayan identificado hidrofobinas con un mayor contenido de

aminoacidos acidos en comparacién con sus homoélogas de hongos no haléfilos. Este
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enriquecimiento podria facilitar la interaccion con cationes presentes en el medio
hipersalino, contribuyendo a modular su distribucion y posiblemente limitando su entrada
al interior celular. En conjunto, estas caracteristicas sugieren que las hidrofobinas de W.
ichthyophaga (un hongo haldfilo obligado) podrian representar una adaptacién molecular
clave para el crecimiento y la estabilidad estructural en condiciones de alta salinidad
(Plemenitas et al., 2014). Ademas, se ha observado que W. ichthyophaga sobreexpresa
algunos de los transcritos de las hidrofobinas en condiciones de baja y alta salinidad,
posiblemente cumpliendo papeles funcionales en diversas condiciones ambientales o

etapas de desarrollo (Figura 7).

De manera interesante, este patrén de regulacion parece estar correlacionado con lo
observado en A. sydowii, donde también se ha identificado una expresion diferencial de
genes que codifican hidrofobinas en respuesta a cambios en la salinidad. En la Tabla 1
se describen las caracteristicas de estos genes en la cepa BMH004, asi como el tamafio
predicho de sus proteinas. Estudios transcriptomicos de A. sydowii realizados por Pérez
Llano y colaboradores (2020), han demostrado que los genes que codifican hidrofobinas
presentan una expresion diferencial en dependencia de la salinidad. En particular, tres
hidrofobinas (sih1, sih2 y sih4) mostraron una expresion diferencial bajo condiciones
hipo- e hiperosmaticas, pero no durante el crecimiento en salinidad 6ptima. Mientras que
sih4 se sobreexpresa en ausencia de NaCl, sih1 y sih2 incrementan su transcripcion en
condiciones de alta salinidad (2.0 M NaCl) (Pérez Llano et al., 2020). En conjunto, estos
patrones de expresion sugieren una posible participacion de las hidrofobinas en la
respuesta a la salinidad; sin embargo, su funcién especifica aun no ha sido caracterizada.
Por lo tanto, el estudio funcional de estas proteinas se basa en la generacion de mutantes

de deleciodn, lo que permite evaluar su contribucién directa a la tolerancia al estrés.
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Figura 7. Expresion diferencial de genes de hidrofobinas en dos salinidades (izquierda 10%
NaCl, derecha 30%) en W. ichthyophaga. El eje x representa los diferentes transcritos de cada
hidrofobinas y el eje y representa el cambio de la expresion en escala logaritmica (Tomado de
Zajc et al.,2013).
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1.4.3.- Técnicas de mutacion en hongos filamentosos

Existen dos métodos para generar mutaciones (la cual es una alteracién de una
secuencia de DNA) en hongos filamentosos y en otros organismos. Una es a través de
recombinacion homologa utilizando la técnica de PCR de doble union (en inglés Double
Joining PCR). En la que se llevan a cabo tres rondas de PCR, utilizando de tres pares
de oligonucledtidos para la generacion de construcciones que seran introducidas en
hongos filamentosos (Figura 8) (Yu et al, 2004). El segundo método es a través del
sistema CRISPR Cas, el cual esta compuesto por una endonucleasa de restriccion
conocida como Cas9 y el RNA guia (sgRNA, single chimeric guide RNA). En el que la
especificidad de la endonucleasa Cas9 esta determinada por el sgRNA, cuya secuencia
guia reconoce por complementariedad de bases una regién especifica del ADN. La
escision de doble cadena se produce exclusivamente cuando dicha region se localiza
inmediatamente adyacente a un motivo PAM (protospacer adjacent motif), el cual es una
corta secuencia de nucleétidos indispensable para la actividad nucleasa de Cas9 (por
ejemplo, la secuencia NGG en el sistema derivado de Streptococcus pyogenes). La
direccién especifica de la endonucleasa Cas9 esta guiada por el sgRNA. El
protoespaciador (fragmento de 20 nucledtidos) que forma parte del sgRNA, se une por
complementariedad de bases a una secuencia diana. Una vez que este se aparea con
la secuencia complementaria, la endonucleasa Cas9 induce un corte de doble cadena
en el ADN. En ausencia de un molde homdélogo, el corte de doble cadena es reparado
por la union final no homéloga (NHEJ) que genera deleciones en el sitio de corte (Nadvig
et al., 2015) (Figura 9 C). Recientemente, Chang y colaboradores (2023) desarrollaron
un sistema CRISPR/Cas9 optimizado para especies del género Aspergillus,
particularmente para miembros de la seccién Flavi, el cual representa una mejora
significativa respecto a metodologias previas. Este sistema permitié alcanzar frecuencias
altas de direccionamiento génico (mayores al 95%) en Aspergillus flavus, sin necesidad
de utilizar cepas deficientes en la via NHEJ ni ADN donador homdélogo. A diferencia de
sistemas anteriores que dependian de cepas mutantes en NHEJ, multiples marcadores
de seleccidn o disefios vectoriales complejos, la version desarrollada por Chang
simplifica el proceso al emplear un vector que contiene una secuencia AMA1 funcional

para replicaciéon auténoma y un sistema eficiente de expresion de Cas9 y del sgRNA bajo
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promotores fungicos adecuados. Esta estrategia elimina la necesidad de generar
receptores auxotroficos o cepas NHEJ-deficientes, lo que reduce significativamente el

tiempo y la complejidad experimental.

a. Primera ronda de PCR

3023 pb
—
DNAg -
A, sydowii
- -
1220pb 1119pb
Plasmido |
pUE1D 1392 ph
b. Segunda ronda de PCR
----------- > ————— -]
e e e
o
o]
______________ »
c. Tercera ronda de PCR -
3695 —

Figura 8. Representacién de las tres reacciones de PCR doble union (Figura tomada y modificada
de Yu et al, 2004).
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HH
ribozyme
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Chimeric sgRNA

sgRNA/ Cas9
Error-free repair nuclease

A T

X X
Error-prone _
repair by NHE) l 1 Repair by HR

Figura 9. Sistema CRISPR/Cas9 en hongos filamentosos. A) Cas9 dirigida por el RNA guia (sgRNA). B)
Liberacién del sgRNA, representado en verde y verde/claro. C) Vector fungico basado en AMA1 que
contiene genes que codifican Cas9 y sgRNA. Este complejo induce un corte de doble cadena en el ADN.
En ausencia de un molde homdlogo para la reparacion por recombinacion homologa HR (figura de la
izquierda), el DSB de ADN es reparado por la union final no homoéloga (NHEJ) que resulta en mutaciones
como se indica en las pares de bases amarillas (figura de la derecha) (Nadvig et al., 2015).
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2.- Antecedentes
2.1.- Caracteristicas del haléfilo moderado A. sydowii

En el laboratorio de biologia molecular de hongos, se aislo el hongo A. sydowii a partir
de una fermentacion de bagazo de cana suplementado con 2.0 M de NaCl. Se determiné
que su crecimiento 6ptimo se obtiene cuando se suplementa con 0.5y 1.0 M de NaCl,

por lo que se clasificé como un haldfilo moderado.
2.2.- Analisis transcriptomico de A. sydowii

El analisis transcriptomico de A. sydowii crecido en paja de trigo bajo condiciones hipo-
osmoticas (0 M NaCl), hiperosméticas (2 M NaCl) y salinidad 6ptima (0.5 M NaCl) reveld
que, de los cinco genes anotados como hidrofobinas en su genoma, tres (sih1, sih2 y
sih4) presentaron sobreexpresion diferencial en respuesta a cambios en la concentracion
de NaCl (Figura 9) (Pérez-Llano et al., 2020). Por el contrario, sih3 mostré niveles de
expresion bajos, por lo que no fue considerado en el analisis funcional. En la tabla 1 se
describen las caracteristicas de los genes de las hidrofobinas y el tamafio de las
proteinas de A. sydowii BMHO004.

Tabla 1. Caracteristicas de las hidrofobinas de A. sydowii.

Gen Tamario de exones Tamario de intrones Tamaro de la proteina Clasificacion
(=a)
1 2 3 1 2
Sin clasificar
g 2Tpb | 98 pb 57 pb 99 pb 77 pb 128
1 2 3 1 2
137 Clase 2
il 328 pb | 80 pb 57 pb 53 pb 52 pb
1 2 3 1 2
sihd "y Sin clasificar
407pb 56pb 39 pb 55 pb 50 pb

La regulacion diferencial de estas hidrofobinas, correlacionada con la salinidad del
medio, sugiere que podrian participar como mediadores en la respuesta al estrés salino.

Sin embargo, su funcién especifica en la adaptacion a la salinidad y los mecanismos que
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determinan su regulacién diferencial aun no se comprenden completamente. Ademas,
existen pocos estudios que exploren el papel de las hidrofobinas como posibles
componentes en los mecanismos de halotolerancia, lo que resalta la importancia de

profundizar en el estudio funcional de estas proteinas (Méndez Ortega, 2021).

En particular, se ha observado que mientras sih4 se sobreexpresa en ausencia de NacCl,
sih1y sih2 incrementan su transcripcion en condiciones de alta salinidad (2.0 M NaCl),
lo que sugiere una respuesta diferencial dependiente de la osmolaridad (Pérez-Llano et
al., 2020). Este patron indica que sih2 podria estar directamente implicada en la
adaptacién a condiciones hiperosméticas, a diferencia de otras hidrofobinas que

responden a condiciones opuestas 0 mas generales.

En conjunto, estos antecedentes sugieren que las hidrofobinas podrian desempenar
funciones clave en la adaptacion a cambios osméticos; no obstante, estas funciones aun
requieren validacion experimental. Por lo que este trabajo tiene como objetivo generar
una delecion del gen de hidrofobina sih2 en A. sydowii, nuestro modelo de estudio, con

el fin de determinar si este es indispensable para la tolerancia a estrés osmaético e idnico.

Por tanto, para comprender si las hidrofobinas sobreexpresadas en condiciones
hipersalinas son cruciales para la tolerancia del hongo a ambientes hipersalinos, se
deben generar cepas mutantes para evidenciar si tienen relacidon con la tolerancia del
hongo a estas condiciones. Durante mi tesis de licenciatura se generaron los “cassettes”
recombinantes de los genes sih1, sih2 y sih4 con el fin de obtener cepas mutantes de
estos genes de hidrofobinas de A. sydowii y determinar su funcion frente a condiciones
de estrés osmotico. Esto resulta pertinente, ya que se ha observado que cepas mutantes
de hidrofobinas, como en C. militaris, tienen menor tolerancia a estrés osmotico, oxidativo
y de pared celular, inducido por SDS, H202 y Rojo Congo, respectivamente. Mientras que
la sobreexpresion de la hidrofobina HFB2 del hongo Trichoderma guizhouense induce la
resistencia al estrés osmoético inducido tanto por NaCl como por sorbitol en
concentraciones de 0.75 M, 1.0 My 1.5 M (Cai et al., 2021).
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Figura 10. Expresion diferencial de transcritos que codifican para las hidrofobinas SIH1,
SIH2, SIH3 y SIH4 en diferentes concentraciones de sal (Tomado de Pérez-Llano et al., 2020).
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3.- Justificacion

Se ha hipotetizado que las hidrofobinas podrian ser clave para contender con el estrés
osmotico como en ambientes donde se desarrollan W. ichthyophagay A. sydowii (nuestro
modelo de estudio). Este ultimo con un potencial biotecnoldgico por su capacidad para
degradar biomasa vegetal y ser fuente de enzimas halotolerantes, debido a que se ha
visto una correlaciéon de la expresion diferencial de genes de hidrofobinas con la
salinidad. Sin embargo, no existe hasta el momento evidencia experimental que sustente
su participacion como una respuesta a estrés. Por lo tanto, es pertinente generar lineas
mutantes de los genes sih1, sih2 y sih4 del hongo haldfilo A. sydowii para determinar si
estos juegan un papel importante en la tolerancia de estos hongos al estrés hipo- o
hiperosmotico o bien a otros tipos de estrés. Particularmente, sera interesante determinar
si la sih2 es la hidrofobina que permite contender con el estrés hiperosmaético dada su

alta expresion observada por transcriptdmica y RT-qPCR en condiciones hipersalinas.
4.- Hipotesis

La sih2 es indispensable para la tolerancia de A. sydowii a hipersalinidad y a otros tipos

de estrés como al de pared celular.
5.- Objetivo general

Caracterizar la linea mutante de hidrofobina codificada por el gen sih2 de A. sydowii bajo

condiciones de estrés.
6.- Objetivos especificos
6.1.- Determinar la tolerancia de A. sydowii wt a estrés osmético y de pared celular.

6.2.- Generar linea mutante de hidrofobina del gen sih2 de A. sydowii a través de

recombinacién homaloga.

6.3.- Caracterizar fenotipicamente la tolerancia de las lineas mutantes de la hidrofobina

sih2 bajo condiciones de estrés salino, osmoético, y de pared celular.

6.4.- Determinar la hidrofobicidad y la produccién de esporas de la linea mutante sih2.
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7.- Metodologia
7.1.- Cepas fuangicas y condiciones de cultivo

Se utilizd6 a la cepa Aspergillus sydowii BMH-0004 (Pérez-Llano et al., 2020) del
Laboratorio de Biologia Molecular de Hongos del Centro de Investigacion en
Biotecnologia (CEIB), Universidad Autéonoma del Estado de Morelos (UAEM),

Cuernavaca, Mor, México.
7.2.- Medios de cultivo

Medio Agar, Papa y Dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés); Para el mantenimiento
y proliferaciéon de la cepa A. sydowii se usé el medio solido PDA (20 % de papa, 2% de
dextrosa y 1.5% de agar) (Pérez-Llano et al., 2020), en el cual se inoculé al hongo con
10,000 conidios en el centro de la caja y se incubo6 por alrededor de 7 dias a 28 °C.

Posteriormente los cultivos se mantuvieron a 4 °C hasta su re-siembra.

Medio Caldo, Papa y Dextrosa (PDB, por sus siglas en inglés); utilizado para el
crecimiento de A. sydowii en cultivo liquido y la obtencion de biomasa fungica para

extracciones de ADN.

7.2.1.- Preservacioén de A. sydowii en glicerol

A) Preservacion de esporas: Partiendo de cultivos de A. sydowii crecidos en PDA por 7
dias, las esporas se recolectaron con 750 yl PBS (8.06 g de NaCl, 0.22 g de KCI, 1.15 g
de Na,HPO,, 0.20 g de KH,;HPO,) y Tween-20 al 0.1%. Posteriormente, se transfirieron
a tubos Eppendorf de 1.5 ml, y se afadieron 250 ul de glicerol (25 % final). Esto se
almacen¢ a -80 °C.

B) Preservacion de micelio: A. sydowii también se mantuvo tomando tres cilindros de
aproximadamente 0.7 mm (utilizando la parte posterior de una punta amarilla para
micropipetas de 200 ul) de un micelio crecido en medio PDA suplementado con 0.5 M de
NaCl e incubado por 7 dias a 28 °C. Estos cilindros se colocaron en solucién de glicerol
(30% glicerol, 70 % medio PDB) y se guardaron en REVCO a -80 °C.
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7.3.- Evaluacion de la respuesta a estrés osmético y de pared celular mediante

microcultivos en A. sydowii wt

Para observar cambios a nivel micro morfolégico, como cambios en la longitud de las
hifas, a partir de precultivos de A. sydowii crecido en medio PDA suplementado con
diferentes concentraciones de sorbitol (0 M, 0.5, 2 y 3 M), se llevaron a cabo

microcultivos. Los cuales se realizaron de la siguiente manera:

» Se obtuvo el levantamiento de esporas a partir de un precultivo fresco en medio PDA
empleando PBS 1X con 0.1 % de Tween, utilizando un asa triangular de vidrio.
Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas y se contaron las esporas en la camara

de Neubauer, con el fin de obtener una dilucién que contuviera 10 esporas en 10 pL.

* Una vez obtenida la dilucién, se vertieron aproximadamente 1 mL de medio PDA con
sorbitol estéril directamente sobre cada uno de los portaobjetos y se dejaron solidificar,
con el fin de generar una superficie uniforme para el crecimiento de las hifas. Esta

modificacidon permitio la visualizacién de una mayor cantidad de hifas bien separadas.

» Una vez solidificado el medio PDA vertido directamente sobre los portaobjetos, se
aplicaron las esporas sobre la superficie del PDA solidificado, especificamente en el

borde y en el centro donde fue el area de inoculacion.

* Posteriormente, se coloco el cubreobjetos con un tamafio de 22 x 22 mm con ayuda de

pinzas y se presiono ligeramente.

» Una vez colocado el cubreobjetos, se adicionaron 2 mL de agua destilada sobre el papel
filtro o sanita y la torunda de algodén. Finalmente, se cerrd la camara de incubacion y se
envolvié en papel aluminio. En la figura 11 se muestra el ensamblaje de la camara de

incubacon (Figura 11).

» La cdmara se incub6 a 28 °C durante 2 dias, y se mantuvo la humedad afadiendo agua
estéril cada 24 horas. Los experimentos de microcultivos se realizaron con tres réplicas

independientes por condicion experimental.

Los datos obtenidos fueron organizados y procesados utilizando el software RStudio
version 4.4.3 (Castrejon, 2024).
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Figura 11. Ensamble de la camara de incubacion para micro cultivo.
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7.4.- Cinética de crecimiento de la cepa silvestre de A. sydowii en Rojo Congo

Con el fin de evaluar la tolerancia de la cepa silvestre de A. sydowii al Rojo Congo,
utilizado para visualizar la pared celular de hongos, se realizé la cinética de crecimiento
en medio PDA suplementado con diferentes concentraciones de este compuesto (0.5,
2.5y 5 mg/mL). Para lo cual se inocularon 10,000 esporas en 10 ul en el centro de la
caja, a partir de haber colectado esporas de un precultivo del hongo crecido por 7 dias
en PDA.

Una vez que se inocularon las esporas, el cultivo se incuba a 28 °C y el crecimiento fue
monitoreado mediante la medicion del diametro de la colonia cada tercer dia durante un
periodo de 15 dias. Este analisis permitié evaluar la dinamica de crecimiento en funcién

de la concentracién inicial de inéculo.
7.5.- Velocidad de crecimiento de A. sydowii crecido en Rojo Congo

A partir de los cultivos de A. sydowii en PDA suplementado con Rojo Congo, se
analizaron los datos correspondientes a la fase exponencial de crecimiento. La velocidad
de crecimiento se determind a partir de la pendiente de la recta ajustada a los datos de
esta fase, utilizando los puntos seleccionados dentro del intervalo lineal de crecimiento.

Esta pendiente se calculé mediante la siguiente formula:

Y2 — W1
Xo — Xq

m =
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7.6.- Delecién del gen de hidrofobina sih2

La delecion del gen de hidrofobina sih2, cuyas secuencias fueron obtenidas de la base
de datos de NCBI, fue realizada mediante el uso de un “cassette” de recombinacion. Para
la construccion del “cassette”, las regiones flanqueantes de la hidrofobina (Yu et al.,
2004) y el gen de resistencia a higromicina (Hyg) se amplificaron del genoma de A.
sydowii 'y del plasmido pUE10 de E. coli, respectivamente. En |la Figura 10 se muestra la
representacion de las tres reacciones de PCR de doble unién. Los oligonucleétidos que
se utilizaron para la generacion de los “cassettes” recombinantes se muestran en la tabla
2. Este “cassette” de recombinacion que contiene la regién flanqueante 5 de sih2 —
marcador de seleccion hph — regién flanqueante 3’ de sih2, fue utilizado para la
transformacion de la cepa (Yu et al., 2004; Sanchez y Aguirre, 1996). Posteriormente, el
“cassette” fue introducido en A. sydowii mediante electroporacion de germinulas, donde
ocurre la recombinacion homologa con el locus silvestre, generando la delecion del gen
de hidrofobina sih2. Se tamizaron aquellas colonias que crecieron en presencia de medio
PDA selectivo con higromicina (100 ug/mL). Después de dos pases monosporicos,
seleccionando las colonias resistentes al antibiotico, estas se verificaron mediante PCR
de colonia. En la tabla 2 se muestran los oligonucleétidos utilizados para realizar el PCR
de colonia. En las tablas 3, 4 y 5 se presentan las condiciones utilizadas para generar el

“cassette” recombinante del gen sih2.
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a. Primera ronda de PCR
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Figura 12. Representacion de las tres reacciones de PCR doble unién (Figura tomada y
modificada de Yu et al., 2004).

Tabla 2. Oligonucledtidos quiméricos y oligonucledtidos para la amplificacion de todo el

fragmento de recombinacion del gen de hidrofobina sih2 de A. sydowii y el gen de resistencia a

Higromicina (hph).

QuimSihd Forsward

ik

*

CAGLAGGTTGGARGLITCATCGATCGALGTTA

ACTGATATTGRAAGG

OuimSih? Reverse | CAGCACTCGTCCGAGGGC ARRGGAATAGLTG
TCATTGCCACCGRGAAG

Hested Forward CTGTACACTATGCAGACCTATTG

Hested Heverse

GLGAGAGTAGTLLCAAATALG

hph Forward GATCGACGTTAACTGATATTGAAGG

hph Reverse GATCGACGTTAACTGATATTGAAGG
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Tabla 3. Condiciones utilizadas para la amplificacion de las regiones flanqueantes 5" y 3" del gen

sih2, y el gen hph.

Condiciones de PCR Temperatura Tiempo

Temperatura de 94 °C 15 segundos
Desnaturalizacion

Temperatura de 55 °C 20 segundos
alineamiento

Temperatura de extension 72 °C (Verifi) 45 segundos

72°C (Amplicasa) 1.3 minutos

Tabla 4. Condiciones utilizadas en el termociclador en la reaccion de empalme PCR Double

Joining.

Condiciones de PCR Temperatura Tiempo

Temperatura de 98 °C 30 segundos
Desnaturalizacion
Temperatura de 58 °C 5 minutos
alineamiento
Temperatura de extensién 72 °C (Verifi) 5 minutos
68 °C
(Platinum)

Tabla 5. Condiciones utilizadas en el termociclador en la tercera reaccién de PCR Double Joining.

Condiciones de PCR Temperatura

Temperatura de 94 °C 20 segundos
Desnaturalizacién

Temperatura de 58 °C 30 segundos
alineamiento

Temperatura de extension 72 °C (Verifi) 2 minutos

68 °C (Platinum) 4 minutos
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7.7.- Tamizado de las cepas mutantes putativas AsAsih2_C1 y AsAsih2_C2

Para confirmar la integracion del “cassette” de delecidén en el locus del gen sih2, se
realizaron PCR de colonia en transformantes de A. sydowii. Se emplearon
oligonucledtidos flanqueantes del brazo &' del gen, en la regién rio arriba, y una region
interna del gen de resistencia a higromicina (hph) (Tabla 6), amplificando un fragmento

correspondiente a 5'-sih2 + hph, con un tamafo esperado de 842 pb.

Tabla 6. Oligonucledtidos utilizados para el PCR de colonia.

Primer Fw HFB 5~ 5 AAGGTTTTGCCTCCCTTCC 3
Cassette mutante de la Prirmer Fw Hyg 5 COCAACATCCTCTTCTGGAGE 3
Sih2 Frimer By Hyg 5 GCTGAMG CACGAGATTCTTCG &'
Prirner By HFE 3° 5 GTTGAGITAGCAGTCCAMGTGTG S
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7.8.- Analisis macroscoépico comparativo de colonias de Aspergillus sydowii

silvestre y mutantes de sih2 en medio sélido

Las caracteristicas macroscopicas de A. sydowii silvestre (wt) y de dos cepas mutantes
derivadas (AsAsih2 C1_5.3 y AsAsih2 _C2_5.3) fueron evaluadas tras 9 dias de
incubacion. Las cepas se cultivaron en medio PDA (Papa Dextrosa Agar), en placas de

Petri de 10 cm de didmetro a 28 °C, bajo condiciones estaticas y en oscuridad.

Estas se documentaron fotograficamente para determinar las siguientes caracteristicas

macroscopicas:

« Morfologia de la colonia: se evaluaron las caracteristicas del anverso y reverso.
En el anverso se observo el color, la pigmentacion, la distribucion del micelio y la
presencia de estructuras reproductivas (conidios y conidiéforos). En el reverso se
evalud la produccidon de metabolitos secundarios difusibles, asi como la presencia

de estrias en el micelio.
o Textura: se observo la estructura general del micelio y su compactacion.

o Perimetro micelial: se observé la disposicion y estructura del borde de las colonias
para identificar diferencias en crecimiento apical, organizacion y densidad de las

hifas.

« Exudados (gotas de gutacion): se observaron las gotas secretadas sobre la

superficie micelial en cuanto a cantidad, tamafo, color y distribucion.

Las fotografias se tomaron en condiciones de luz blanca uniforme y fondo negro para
mejorar el contraste, a una distancia aproximada de 1 cm entre la muestra y el sistema
de captura del microscopio. Para asegurar la comparabilidad entre las imagenes, se
utilizé una regla como referencia, manteniendo constantes la altura y la distancia de
captura. Estas observaciones se realizaron empleando un microscopio estereoscopico,

lo que permitié complementar el analisis morfoldgico.
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7.9.- Ensayos de tolerancia a estrés

El efecto en el crecimiento de la linea silvestre y las lineas mutantes de A. sydowii bajo
estrés osmatico, ionico y de pared celular se evalu6 cualitativamente en medios PDA con
agentes estresantes como sorbitol (Sigma-Aldrich, No. de catalogo S6021) a
concentraciones de 0, 0.5, 1.0, 2.0 y 3.0 M, NaCl (0, 0.5y 2.0 M) y Rojo Congo (0.5, 2.5
y 5 mg/mL) (Sigma-Aldrich, Cat. No. C6767), respectivamente. Asimismo, el crecimiento
fue analizado a partir de la inocular de un numero distinto de esporas, aproximadamente
10, 100, 1,000 y 10,000 esporas por caja mediante diluciones seriadas (1:10, 1:100 y
1:1000). Las colonias se incubaron a 28 °C y el crecimiento fue monitoreado visualmente
a las 48, 72 y 96 horas de incubacioén, para registrar diferencias en el tamafio, densidad

y morfologia de las colonias entre las cepas y condiciones evaluadas.

7.10.- Analisis de humectabilidad (wettability) en las mutantes putativas en sih2 de

A. sydowii

Para evaluar las propiedades hidrofébicas del micelio, se realiz6 un ensayo de
humectabilidad en colonias de A. sydowii cultivadas durante 9 dias. Se aplicaron 20 L
de agua estéril y de una solucion de PBS con 0.1% de Tween 20, directamente sobre la
superficie del micelio. Las gotas fueron fotografiadas inmediatamente después de la
aplicacién (0 min) y después de 30 min de incubacion a temperatura ambiente. El
comportamiento de las gotas sobre el micelio se utilizé como indicador cualitativo de la
hidrofobicidad de la superficie, permitiendo evaluar visualmente diferencias en la
retencion y/o absorcion del liquido, asociadas a posibles cambios en las propiedades de

la superficie fungica. Como se menciona en Li y colaboradores en 2021.

7.11.- Cuantificacién de la produccién de esporas en las cepas mutantes putativas

y A. sydowii wt

Para evaluar la capacidad de esporulacion, se cuantifico la produccién de esporas en A.
sydowii silvestre (wf) y en las cepas mutantes putativas AsAsih2 C1_5.3 vy
AsAsih2 C2 5.3. Las cepas fueron cultivadas en placas de Petri con medio PDA,
inoculando 10,000 esporas por placa, e incubadas a 28 °C. La evaluacion se realiz6 el

dia 4 y el dia 8 de crecimiento.
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Para cuantificar las esporas:

A una colonia de A. sydowii crecida en medio PDA se afiadio 1 mL de solucién estéril de
PBS (8.06 g de NaCl, 0.22 g de KClI, 1.15 g de Na2HPO4, 0.20 g de KH2HPO4) + Tween
20 al 0.75 % sobre la superficie de cada colonia. Posteriormente, se frotd suavemente la
superficie con un asa de vidrio estéril para recuperar las esporas. A partir de la
suspension obtenida se realizaron diluciones seriadas 1:10, 1:100 y 1:1000. Las esporas
fueron cuantificadas utilizando una camara de Neubauer en el microscopio Optico. Los

resultados se expresaron como numero de esporas por mL.

7.12.- Analisis de la produccién de esporas en las cepas mutantes putativas y A.

sydowii wt

Para evaluar la produccion de esporas de las cepas analizadas A. sydowii (wt) y mutantes
(AsAsih2_C1_5.3 y C2_5.3), se emplearon cinco réplicas biolégicas independientes por
cepa. Las esporas se recolectaron de colonias crecidas en medio PDA en los dias 4y 8
post-inoculacion. Las esporas recolectadas fueron cuantificadas y los datos se
transformaron a log,, para normalizar la distribucién. Posteriormente, se realizd un
analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de la prueba post hoc de Tukey, con el
objetivo de identificar diferencias significativas en la produccion de esporas entre las
cepas en cada uno de los dias evaluados, esto se llevo a cabo utilizando RStudio version
4.4.3.

35



8.- Resultados

8.1.- A. sydowii wt es sensible a estrés osmético y de pared celular inducido por

sorbitol y Rojo Congo

8.1.2.- Diferencias morfolégicas macroscopicas de A. sydowii bajo estrés osmético

por sorbitol

El presente trabajo forma parte de un proyecto cuyo proposito es analizar el
comportamiento de mutantes en el gen de hidrofobina sih2, y de otras hidrofobinas, de
A. sydowii bajo condiciones de estrés salino, particularmente a concentraciones
superiores a su rango optimo de crecimiento (0.5 — 1.0 M), como 2.0 y 3.0 M de NaCl.
No obstante, también resulta fundamental evaluar la respuesta de estas mutantes frente
al estrés osmotico generado por otros solutos, como el sorbitol o el glicerol, los cuales, a
diferencia del NaCl, no inducen estrés idnico. En este contexto, se busca determinar si
la delecién de hidrofobinas afecta la tolerancia a cambios en la osmolaridad del medio,
independientemente del tipo de estrés ya sea osmoético o idnico. En este sentido, se ha
reportado que la sobreexpresion de la hidrofobina HFB2 de Trichoderma guizhouense es
resistente tanto a estrés salino como osmotico en un rango de 0.75 a 1.5 M (Cai et al.,
2021). Por lo tanto, resulta pertinente analizar la tolerancia de A. sydowii a
concentraciones elevadas de solutos como el sorbitol. Debido a que no conociamos la
tolerancia de A. sydowii a sorbitol, Se estandarizé el rango de concentracién que tolera
A. sydowii silvestre en sorbitol (0, 0.5, 2 y 3 M) (Figura 13) como agente de estrés
osmotico. También, se incluyé NaCl con el fin de comparar la respuesta de la cepa ante
estrés osmotico e idnico, permitiendo diferenciar entre efectos asociados a la
osmolaridad y al desequilibrio i6nico (Figura 14). En el ensayo de crecimiento utilizando
diferentes concentraciones de esporas, los experimentos se realizaron en tres réplicas
independientes y se monitorearon a las 48, 72 y 96 horas. Se observa que el incremento
en la concentracion de sorbitol afecta de manera dependiente el crecimiento de las
colonias, evidenciado por una disminucién en su tamafo y densidad. En ausencia de
sorbitol (0 M), las colonias mostraron una expansion radial sostenida. No obstante, en
0.5y 2.0 M se observé mayor crecimiento en comparacion con el control, o que sugiere

una respuesta adaptativa ante incrementos moderados de la osmolaridad. En contraste,
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a 3 M el crecimiento disminuyo notablemente desde las primeras horas de incubacion y
se mantuvo restringido hasta las 96 h, evidenciando una limitacién marcada durante todo
el periodo de evaluacion. Las cuatro lineas de colonias corresponden a diluciones
seriadas (104, 103, 102y 10 esporas), utilizadas para evaluar la capacidad de crecimiento

bajo cada condicion.
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Figura 13. A. sydowii wt es sensible a estrés osmotico inducido por sorbitol.
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Figura 14. A. sydowii wt es sensible a estrés salino inducido por
NaCl.
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8.1.3.- Diferencias microscépicas de A. sydowii wt son inducidas bajo estrés

osmético por sorbitol

Con el objetivo de evaluar el efecto del estrés osmético sobre el crecimiento hifal de A.
sydowii wt y posteriormente realizar los experimentos en las mutantes putativas del gen
sih2, se analizaron microscépicamente las hifas de A. sydowii en presencia de diferentes
concentraciones de sorbitol (0, 0.5, 2 y 3 M). El crecimiento se determiné mediante la
medicién de la longitud hifal (tres réplicas por condicion) y se calcul6 el promedio. En la
condicion control (OM), las hifas de A. sydowii presentaron valores de crecimiento
homogéneos caracteristicos de A. sydowii. En 0.5y 2 M, se observo un incremento en la
longitud hifal promedio respecto al control, lo que sugiere una respuesta adaptativa a
condiciones de menor actividad de agua, con un mayor numero de ramificaciones en la
condicion de 0.5 M. Finalmente, a 3 M el crecimiento fue consistentemente bajo,
indicando que el estrés osmatico inducido por sorbitol compromete el crecimiento hifal,
observandose hifas mas cortas y menos desarrolladas (Figura 15). En conjunto, estos
resultados sugieren que esta concentracion supera el umbral de tolerancia de A. sydowii,
resultando en una inhibicion generalizada del crecimiento hifal con evidentes diferencias

microscoépicas bajo estrés osmatico (Figura 16).
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Figura 15. El estrés osmatico afecta las caracteristicas micro-morfolégicas de A. sydowii. A)
Longitud de las hifas del hongo después de dos dias de incubacion en mm. B) Numero de
ramificaciones. El incremento de la concentracion osmética se asocid con una reduccion
progresiva del crecimiento, siendo mas marcada a 3 M.

41



oM

0.5M

2.0M

3.0M

Figura 16. Diferencias microscopicas de A. sydowii con 2 dias de incubacion en diferentes
concentraciones de sorbitol, a partir de microcultivos de esporas. Barras = 0.05 mm



8.1.4.- A. sydowii wt es sensible a estrés de pared celular inducidao por Rojo Congo

y Calcofluor White

Dado que las hidrofobinas son proteinas que recubren la pared celular y que el estrés
inducido a esta estructura es una limitante en el crecimiento del hongo, se decidi6 evaluar
la tolerancia de A. sydowii silvestre al Rojo Congo (RC) y al Calcofluor White, dos
colorantes que tifien pared celular pero que causan estrés. En estudios previos en
especies del género Aspergillus, como A. nidulans, se ha reportado que concentraciones
de 0.1 mg/mL de Calcofluor White son suficientes para afectar el crecimiento. Asimismo,
en A. nidulans y A. niger, el Rojo Congo ha sido evaluado en un rango de 0 a 0.6 mg/mL,
observandose efectos inhibitorios a partir de 0.1 mg/mL tras 10 dias de incubacion
(Pancaldi et al., 1984; Spence et al., 2022; Csillag et al., 2023).

Con base en estos antecedentes, se realizd una curva de sensibilidad incrementando
gradualmente la concentracion de ambos compuestos para determinar el rango de
tolerancia de A. sydowii wt. Las concentraciones inicialmente evaluadas fueron de 0.05,
0.1, y 0.2 mg/ml (datos no mostrados) pero no hubo diferencias respecto al crecimiento
en la condicion sin el estresante. posteriormente se evaluaron las concentraciones de
0.4, 0.8, 1.6, 3.2 mg/mL, Observandose una disminucion progresiva en el crecimiento
conforme aumentod la concentracion de los agentes estresantes, siendo mas evidente en
la condicién de 3.2 mg/mL, particularmente en la dilucién que contiene 10 conidios,
donde se observa que el crecimiento se inhibe desde las 48 h y se mantiene asi hasta

las 96 h, sin que las colonias lleguen a tocarse (Figura 17).
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Figura 17. Rango de crecimiento de A. sydowii en RC. tolera concentraciones elevadas
de Rojo Congo.

Después de haber estandarizado el rango de crecimiento de A. sydowii en Rojo Congo,
se evaluaron de manera conjunta los efectos de Rojo Congo (0, 0.25, 2.5y 5 mg/mL) y
Calcofluor White (0, 0.25 y 0.5 mg/mL). El ensayo consistiéo en sembrar por goteo 10000,
1000, 100 y 10 esporas en cajas con diferentes concentraciones de ambos agentes. En
este ensayo se observo de forma consistente en ambos compuestos una disminucion
progresiva del crecimiento conforme aumenté la concentracion de los agentes
estresantes, siendo mas notable en la condicion de 5.0 y 0.50 mg/ml en RC y CFW,
respectivamente. Este efecto fue particularmente claro en la dilucion con 10 conidios,
donde el crecimiento se inhibié desde las 48 h y se mantuvo hasta las 96 h, sin que las
colonias se fusionaran en ambas condiciones. En contraste, en el control, estas 10
colonias crecieron hasta formar una sola colonia (Figura 18). Adicionalmente, la Figura
18 muestra la cinética de crecimiento de A. sydowii en presencia de Rojo Congo,
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mostrando que este hongo presenta tolerancia a este compuesto. En ausencia de Rojo
Congo (0 mg/ml), las colonias de A sydowii mostraron una expansion radial progresiva,
con crecimiento homogéneo. En contraste, la presencia del compuesto redujo el
crecimiento radial de manera dependiente de la concentracion. En 0.5 mg/mL se observo
una disminucién evidente en el diametro de las colonias respecto al control. Mientras que
a 2.5y 5 mg/mL el crecimiento fue severamente limitado, con escasa expansion hasta el
dia 11, seguido de un ligero desarrollo en los dias 13 y 15. Es interesante mencionar que
A. sydowii tolera concentraciones altas de hasta 5.0 y 0.50 mg/mL de RC y Calcofluor
White, respectivamente. En comparacion a otros estudios de otros hongos del género
Aspergillus como A. nidulans que tolera 0.15 mg/mL y 0.1 mg/Ml de RC y Calcofluor,
respectivamente (Pancaldi et al., 1984; Spence et al. 2022).

A' 10° 102 10 10* 10° 10° 10 10 10° 10 10 10*  10° 10 10 B

0 mg/mL 0.5 mg/mL 2.5 mg/mL 5 mg/mL 0 mg/mL 0.25mg/mL  0.50 mg/mL

Figura 18. A. sydowiii tolera concentraciones elevadas de A) Rojo Congo y B) Calcofluor White.
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Figura 19. Cinética de crecimiento de A. sydowii en medio PDA suplementado con concentraciones
crecientes de rojo Congo (0, 0.5, 2.5 y 5 mg/mL) durante 15 dias. El diametro de las colonias se midiod
cada tercer dia. Las dos primeras columnas (0 mg/mL) corresponden a los controles: en condiciones
de oscuridad (derecha, colonias blancas) y luz (izquierda, colonias verdes). Las demas condiciones
fueron incubadas en oscuridad. Se observa que A. sydowii es tolerante a altas concentraciones de rojo
Congo a lo largo del tiempo. Tras 17 dias de incubacién (incluyendo 2 dias adicionales en luz), las
colonias inicialmente mantenidas en oscuridad desarrollaron pigmentacién verde.

Cinética de crecimiento de A. sydowii en
presencia de Rojo Congo

—8— 0 mg/mL 0.5 mg/mL

4 2.5 mg/mL 5 mg/mL

Diametro de crecimiento en cm
(W8]

0 2 - 6 8 10 12 14 16

Figura 20. Evaluacion de la tolerancia de A. sydowii en medio PDA suplementado con Rojo
Congo mediante siembra de 1 x 10* conidias.

Tabla 7. Tasa de crecimiento radial por dia de A. sydowi en Rojo Congo.

Condicién Cm/dia
0 mg/mL 0.467 + 0.019
0.5 mg/mL 0.157 + 0.020
2.5 mg/mL 0.105 £ 0.019
5 mg/mL 0.053 £ 0.068
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8.1.5.- Diferencias microscépicas de A. sydowii wt son inducidas bajo estrés de

pared celular por Rojo Congo

Con el fin de estandarizar las condiciones de microcultivo en la cepa silvestre (wt) de A.
sydowii, se realizaron los ensayos de tolerancia a estrés de pared celular mediante

microcultivo en medio PDA con Rojo Congo.

Las hifas expuestas a Rojo Congo mostraron diferencias microscépicas evidentes
conforme aumentd la concentracion del compuesto (Figura 21). Las hifas crecidas en RC
mostraron una disminucién progresiva en la longitud de crecimiento conforme aumentd
la concentracion del compuesto. En la condiciéon control (0 mg/mL), se observé un
crecimiento continuo, con hifas alargadas y morfologia caracteristica de la cepa. A 0.5
mg/mL, el crecimiento se mantuvo similar al control, sin diferencias evidentes en la
elongacion hifal. En la concentracion de 2.5 mg/mL, el efecto fue mas evidente, con una
disminucién notable en la longitud de las hifas. Finalmente, a 5 mg/mL, se observé el
mayor grado de inhibicion del crecimiento, correspondiente a la condicion de mayor
estrés evaluada, donde las hifas presentaron una marcada reduccién en su elongacion
(Figura 22). Adicionalmente, se detectaron alteraciones morfolégicas dependientes de la
concentracion, incluyendo un aumento en el diametro de las hifas (Figura 22) y la
formacion de protuberancias en el apice (datos no mostrados) lo que sugiere
modificaciones en la organizacién de la pared celular. También hubo la aparicion de
estructuras conidiales abortivas. La remodelacion de la pared celular se asocia con el
inicio del desarrollo asexual; sin embargo, bajo condiciones de estrés estructural, este

proceso puede desviarse hacia una conidiacion abortiva (Figura 23).
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Figura 21. Diferencias microscépicas de A. sydowii con 2 dias de incubacién en diferentes
concentraciones de Rojo Congo (0, 0.5, 2.5 y 5 mg/mL), a partir de microcultivos de esporas.
Barras = 0.05 mm.
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Figura 22. El estrés de pared celular inducido por Rojo Congo afecta las caracteristicas micro-
morfologicas de A. sydowii. A) Longitud de las hifas del hongo después de dos dias de incubacion
(mm). B) Andlisis del diametro de las hifas (um) de A. sydowii bajo diferentes concentraciones de RC.
Se analizaron tres réplicas de hifas por tratamiento. Se observa una tendencia a la disminucién de
crecimiento, acompanada de un incremento del ancho hifal a 5 mg/mL de RC.
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En la Figura 23 se observan hifas de A. sydowii wt cultivados en RC (5 mg/mL). La
remodelacion de la pared celular se asocia con el inicio del desarrollo asexual, pero bajo

condiciones de estrés estructural el proceso se desvia hacia una conidiacion abortiva.

48 hrs

Figura 23. Desarrollo asexual abortivo de A. sydowii wt bajo estrés de pared celular inducido por RC.
En el panel A). se observan los conidi6foros abortivos siendo sefialado con las flechas rojas. Panel B)
como control mostrando ausencia de conidiéforos abortivos. Barras = 0.05 mm.



8.2.-Tamizaje de colonias transformantes positivas de A. sydowii

El primer paso para obtener a las colonias mutantes de la sih2 fue la transformacion de
A. sydowii con 1 ug del “cassette” recombinante 5’arm sih2—hyg—-3"arm sih2 mediante el
meétodo de transformacién de germinulas (Sanchez y Aguirre, 1996). En este método, el
hongo se encuentra en estado mononuclear, lo que favorece la obtencion de
transformantes genéticamente homogéneas. Para ello, los conidios se incubaron hasta
alcanzar el estado de germinula y se incubaron con medio YED tamponado (1% extracto
de levadura, 1% glucosa, 20 mM HEPES ajustado con Tris a pH 8.0; opcionalmente
suplementado con 12.5 mM DTT) en condiciones frias. A estas se afiadié 1 ug de ADN
del “cassette” recombinante y se electropord con un pulso eléctrico de 1,000 V, a 25 pF
y 400 Q. Tras la electroporacion, las células se recuperaron en medio YED tamponado,
el cual proporciona condiciones suaves que favorecen la reparacion del dafio causado
por el pulso eléctrico. Posteriormente, las células recuperadas fueron inoculadas en
medio PDA suplementado con higromicina (100 ug/mL) y se incubaron por 6 dias a 28
°C. En la Figura 24 se muestran las posibles colonias transformantes de A. sydowii con
el “cassette” de recombinacion, de las cuales se obtuvieron dos colonias, las cuales
fueron nombradas como AsAsih2 C1 y AsAsih2 _C2. También se muestran las
germinulas de A. sydowii wt electroporadas sin el “cassette” recombinante, donde no se
observa crecimiento, confirmando que la resistencia al antibidético depende de la

integracion del ADN exdgeno en el genoma.

AsASih2_C2 AsAsih2_C1

Figura 24. Obtencién de cepas AsASih2 _C1 y AsASih2_C2 de A. sydowii. Dos colonias
transformantes de A. sydowii obtenidas tras la transformacién con el “cassette” recombinante 5’arm
sih2—hyg—-3"arm sih2 y seleccionadas en PDA + 100 pg/mL de higromicina. Se muestran dos cepas
mutantes (AsASih2_C1y AsASih2_C2)y la cepa silvestre como control negativo (Ct -).
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8.3.- Tamizado de las colonias mutantes putativas con el “cassette” recombinante

de la sih2 por PCR de colonia

Para confirmar que las colonias obtenidas de la transformacién contienen el “cassette”
recombinante para la mutacion de la hidrofobina sih2, se amplificé un fragmento de 842
pb comprendido entre la region 5 sih2 y la secuencia hph (ver figura 25 A). Ademas,
como un control de integridad del ADN se amplificé la region ITS (interspaced ribosomal

region) tanto de la cepa silvestre y transformantes AsASih2 _C1, AsASih2_C2 (Figura 25

B).
842 pb
A,
=
5 upstream hoh 3 Downstream
I :
- 1169 —* — 1397 + -— 1012 —+»
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ITS Fragmento recombinante
A )
B. [ AsAsih? VY Aensih? )
wt Cl1  Cc2 Ct() wt ¢ C2 Ct()
1000 pb
842 pb
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Figura 25. Tamizaje de colonias transformantes mediante PCR de colonia amplificando el fragmento 5" arm
sih2 + hph del "cassette” recombinante de sih2. A. Representacion esquematica de la amplificacién del
fragmento del “cassette” recombinante del gen de hidrofobina sih2 (842 pb) utilizando los oligonucledtidos 5'
sih2shortFw y HygRv (flechas azules). Asimismo, se muestra la amplificacion del fragmento del “cassette”
recombinante del gen sih2 (842 pb) en las cepas wt y en las transformantes AsAsih2_C1-hty AsAsih2_C2-ht.
B. Amplificacion del fragmento ITS (Internal Transcribed Spacer), presente en el locus silvestre tanto en la
cepa wt como en las transformantes (=600 pb), utilizado como control de la integridad del ADNg.
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8.4.- Purificacion monospoérica de AsAsih2_C1y AsAsih2_C2

Para homogenizar el fondo genético de la cepa y asegurarnos que no tenemos una
poblacién heterogénea de hifas silvestres y mutantes, a partir de las colonias
AsAsih2 _C1 y AsAsih2 _C2, se realizaron dos pases monosporicos sucesivos y se
tamizaron 5 colonias de cada cepa independiente. Se realizaron PCRs de colonia del
fragmento sih2 recombinante y de la region ITS. En las figuras 26 y 27 se muestran los
resultados del tamizaje correspondientes al primer y segundo paso monosparico.

AsAsih2_C1 Asdsin2_C2

TS sih2 5’ Fw-hph Rv

L )
R R Y NG W M S

ITS sih2 5° Fw-hph Rv
|

|
&> ol ot

Figura 26. Tamizado de las colonias mutantes putativas AsAsih2 _C1 y AsAsih2_C2 del pase
monosporico 1. Amplificacion del fragmento del “cassette” recombinante del gen de hidrofobina
sih2 (842pb) con los oligonucledtidos 5" sih2shortFw y HygRv. Amplificacion del fragmento ITS
(“Internal Transcribed Spacer” en inglés) (presente en el locus silvestre en las cepas wt y mutantes
putativas) (£ 600 pb), un control de amplificacion de la integridad de ADNg de A. sydowiii.
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Figura 27. Tamizado de las colonias mutantes putativas AsAsih2 C1_2 y AsAsih2 C2 1 del
pase monosporico 2. Amplificacion del fragmento del “cassette” recombinante del gen de
hidrofobina sih2 (842pb). Amplificacion del fragmento ITS (“Internal Transcribed Spacer” en inglés)
(presente en el locus silvestre en las cepas wt y mutantes mutantes putativas) (£ 600 pb), un control
de amplificacién de la integridad de ADNg en la cepa silvestre.

Se llevdé a cabo el segundo pase monosporico de las cepas AsAsih2 C1 5 y
AsAsih2_C2_5 (Figura 28).

AsAsin2_C2_5

AsAsin2_C1_5

—

-

Figura 28. Tamizado de las colonias mutantes putativas AsAsih2_C1_5 y AsAsih2_C2 _5 del
pase monospodrico 2. Amplificacion del fragmento del “cassette” recombinante del gen de
hidrofobina sih2 (842pb). Amplificacion del fragmento ITS (“Internal Transcribed Spacer” en inglés)
(presente en el locus silvestre en las cepas wt y mutantes putativas) (x 600 pb), un control de
amplificaciéon de la integridad de ADNg.
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Una vez que seleccionamos y corroboramos las cepas obtenidas del segundo pase
monosporico, se utilizaron las cepas AsAsih2 C1_5.3 y AsAsih2_C2_5.3 para llevar a
cabo los experimentos orientados a caracterizar los efectos fenotipicos asociados a la
construccion dirigida al gen sih2. En la Tabla 8 se muestra la lista de colonias positivas

con el amplicén de la construccion 5’arm—hyg RV.

Tabla 8.- Resultados de las amplificaciones del fragmento quimérico para identificar a
las colonias mutantes. Lista de las colonias mutantes positivas con el amplicon de la
construccion 5'arm - hyg RV.
P-M1 P-M2
Asdsth2 C1_2.1 {+)
Asdsih2 C1_ 2.2+

Asdsii2 C1_2.3f+)

Asdsii2 C1_5.1(-)

Asdsih2 C1_1 {-) Asdsih2 C1_5.2{+)
Asdsih2 C1_2{+)* Asdsih2 C1_53{+) **
Asdsifi2 C1 Asdsih2 C1 & f+)*

Asdsih2 G2 1 {+)* AsAsih2 G2 1.1{-)
Asdsih? C2 3 4] Asdsih2 C2 1.2{+)
Asdsifi2 C1 Asdsih2 G2 & () * Asdsih2 G2 1.3 {+]

Asdsii2 C2 5.1 1+)

Asdsih2 G2 5.2{+)
Asdsih2 C2 53{+) **
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8.5. Analisis de integracion del “cassette” recombinante del gen sih2

Para verificar si las lineas obtenidas correspondian a mutantes del gen sih2, se realizd
la amplificacion por PCR utilizando oligonucledtidos dirigidos a las regiones que
flanquean los brazos 5"y 3', con el fin de detectar tanto el locus silvestre (wt) como el
“cassette” recombinante. De esta manera, se evalud si las cepas correspondian a
mutantes knockout del gen sih2 o a transformantes con integracion aleatoria del
“cassette” recombinante. En la Figura 29 se muestra la amplificacion del “cassette”
recombinante y del locus silvestre del gen sih2 en las cepas analizadas. Los resultados
evidenciaron la amplificacion del locus silvestre y el “cassette” recombinante del gen sih2,
lo que indica que las cepas AsAsih2 C1 5.3 y AsAsih2 C2 5.3 corresponden a

transformantes con integracion no dirigida del “cassette” recombinante.
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Figura 29. |dentificacion de mutantes putativas portadoras del “cassette” recombinante del
gen sih2. En el panel (A) se muestra el mapa de oligonucleétidos utilizados para amplificar
desde las regiones flanqueantes 5’y 3' del locus mutante y se muestra la amplificacion del
“cassette” recombinante correspondiente a las regiones flanqueantes 5’y 3' del gen sih2.
Mediante PCR se detectaron las bandas correspondientes al “cassette” recombinante de
sih2 (1826 pb) y al locus silvestre (1417 pb). Las cepas mutantes putativas AsAsih2 C1_5.3
y AsAsih2_C2 5.3 presentaron ambas bandas, lo que indica que el “cassette” recombinante
no reemplazé al locus silvestre, sugiriendo una Integracién aleatoria. La cepa A. sydowii wt
se utilizd como control. En el panel (B) se muestra el mapa de oligonucleétidos disenados
para amplificar la region 5' + el gen de resistencia hph.
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8.6.- Analisis morfolégico comparativo de colonias de A. sydowii silvestre y

mutantes putativas del gen sih2 en medio sélido.

Se compar¢ el fenotipo de las cepas mutantes AsAsih2 C1_5.3 y AsAsih2 C2 5.3
utilizando como control la cepa silvestre, mediante un analisis morfolégico por
microscopia estereoscopica. De manera consistente, la cepa wt de A. sydowii mostré
una superficie homogénea con pigmentacion y esporulacién abundantes, conidiéforos
bien desarrollados, una cara inferior con mayor pigmentacion en el centro de la colonia
y una textura claramente estratificada. En contraste, ambas lineas mutantes presentaron
una superficie menos pigmentada con esporulacion reducida, conidiéforos poco
evidentes y con morfologia distorsionada, ademas de una cara inferior con pigmentacion
uniforme, alteraciones en la textura y menor desarrollo de micelio aéreo. En conjunto,
estos cambios sugieren que la insercidbn del “cassette” recombinante afecta la
organizacidon macroscoépica del micelio, la pigmentacion conidial y la produccién de
estructuras aéreas (Figura 30). En A. fumigatus, la DHN-melanina es responsable del
color gris-verdoso caracteristico de los conidios, un pigmento comun en especies del
género Aspergillus (Heinekamp et al., 2013).
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Superior Inferior Textura Micelio aéreo

wit

AsAsih2_C1_5

AsAsih2_C2_5

Figura 30. Caracterizaciéon macroscopica de las colonias de la cepa silvestre (wt) y de las lineas
mutantes putativas AsAsih2 C1_5.3 y AsAsih2_C2_5.3. Se evaluaron cuatro parametros
morfoldgicos: superficie de la colonia, cara inferior, textura y micelio aéreo, mediante microscopia
estereoscopica. Barras de escala: 1 mm.
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En la Figura 31 se muestra que la cepa wt presenta un borde de la colonia continuo y bien
delimitado, con esporulacién densa y definida, formacion de exudados y un desarrollo tipico de
conididforos. En contraste, ambas lineas Asih2 presentaron un borde de la colonia difuso y
menos pigmentado, mayor produccion de exudados y una organizacién menos homogénea de
los conidiéforos, indicando alteraciones morfolégicas asociadas a la integracion del “casssette”

recombinante del gen sih2.

Borde Exudados Conididforo

AsAsih2_C1_5.

AsAsih2_C2_5.

Figura 31. Andlisis comparativo del desarrollo morfolégico en Aspergillus wt y las lineas mutantes
AsAsih2_C1_56.3 y AsAsih2_C2_5.3. Se evaluaron tres regiones de la colonia: perimetro, exudados y
conidiéforos, mediante microscopia estereoscépica. Barras de escala: 1 mm
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En el hongo C. militaris, se ha reportado que la mutacion del gen de la hidrofobina
cmhyd1 afecta el desarrollo de las hifas aéreas (Li et al., 2021). Con base en estos
antecedentes, se evalud si las colonias AsAsih2 C1_5.3 y AsAsih2_C2 5.3 obtenidas en
este estudio presentaban un fenotipo similar. Por lo que se realizaron experimentos para
analizar la formacion de micelio aéreo utilizando cultivos de PDA en tubos de ensayo. Se
observd una disminucion en la produccién de micelio aéreo en la mutante putativa
AsAsih2 _C2 5.3 en comparacion con la cepa silvestre (wt), siendo esta diferencia

estadisticamente significativa, mientras que la cepa AsAsih2 C1_5.3 no mostrd

diferencias significativas respecto a la wt (Figura 32).
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Figura 32. Analisis de la produccion de micelio aéreo en la cepa silvestre (wt) y en las lineas
mutantes AsAsih2 C1_5.3 y AsAsih2_C2_5.3. A) Cepas analizadas en el eje x. Los valores en el
eje y representan la cantidad de micelio producido (cm). El analisis estadistico entre grupos se
realizé mediante prueba ANOVA seguida de comparaciones multiples (Tukey). Las anotaciones
superiores indican la significancia estadistica observada (ns = no significativo; * = p < 0.05).
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8.7.- Evaluacioén de la tolerancia a estrés salino, osmético y de pared celular en

lineas mutantes putativas de la hidrofobina sih2

8.7.1.- Las colonias mutantes putativas no son sensibles a estrés hipersalino e

hiperosmético.

Se evalud si la inserciéon no dirigida y la posible alteracién en la regulacién de las
hidrofobinas afectan la tolerancia al estrés hipersalino. Para ello, se realizaron ensayos
de crecimiento en medio PDA suplementado con NaCl (0, 0.5y 2 M). En la figura 33 se
observd que las mutantes putativas AsAsih2 C1_5.3 y AsAsih2_C2_5.3 no presentan
diferencias evidentes en la tasa de crecimiento con respecto a la cepa silvestre bajo las
condiciones evaluadas. Aunque en condiciones hiperosmaoticas (2 M de NaCl) la cepa
silvestre parece mostrar una ligera reduccion en el crecimiento, esta tendencia no es

consistente, por lo que se requieren experimentos adicionales para confirmarla.

Se decidi6 evaluar si la insercion del “cassette” recombinante del gen sih2 podria influir
en la respuesta al estrés osmotico. También se evaluo la tolerancia de estas mutantes
frente a estrés osmoético por sorbitol. Se realizaron ensayos de crecimiento en medio PDA
con sorbitol con diferentes concentraciones: 0, 0.5, 2 y 3 M. Como se observa en la figura
34, las cepas AsAsih2 C1_5.3 y AsAsih2 _C2_5.3 crecen de manera similar a la cepa
silvestre. Sin embargo, en condiciones hiperosmaticas (3 M de sorbitol) la cepa silvestre
muestra una aparente disminucion leve en el crecimiento. Aunque se requieren mas

experimentos para determinar si esta tendencia se conserva.
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72 h

96 h

Figura 33. Las cepas mutantes no son sensibles a estrés hipersalino. Ensayo de tolerancia
a estrés hipersalino (0, 0.5, 2 M de NaCl) en las cepas mutantes AsAsih2 C1 53y
AsAsih2_C2_5.3y A. sydowii wt, como control.
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72 h

9% h

Figura 34. Las cepas mutantes no son sensibles a estrés hiperosmaético. Ensayo de
tolerancia a estrés osmotico (0, 0.5, 2, 3 M de sorbitol) en las cepas mutantes
AsAsih2_C1_5.3y AsAsih2_C2_5.3y A. sydowii wt, como control.
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8.7.2.- Las colonias mutantes putativas son sensibles a estrés de pared celular.

Se evalud si la integracidén pudo provocar alteraciones posicionales asociadas a cambios
en la expresién de sih2, mediante ensayos de tolerancia a estrés de pared celular
inducido por Rojo Congo (RC). En la Figura 35 se observa que las cepas mutantes
putativas de A. sydowii presentan una mayor susceptibilidad a la presencia de RC en
comparacion con la cepa silvestre. A las 48 h, la cepa silvestre muestra crecimiento
visible incluso en diluciones de 103-10* esporas, mientras que en las cepas mutantes
(AsAsih2_C1_5.3 y AsAsih2_C2_5.3) el crecimiento es mas limitado, observandose
colonias principalmente en las diluciones mas concentradas (10%), con una reduccién
evidente en el tamafio y densidad en dichas colonias (indicadas con flechas rojas). A las
72 h, la cepa silvestre presenta un crecimiento mas robusto en todas las diluciones
evaluadas, mientras que las mutantes continuan mostrando un crecimiento reducido,
especialmente en las diluciones mas bajas (102 - 10"), donde la formacién de colonias
es menos eficiente. A las 96 h, aunque todas las cepas muestran un incremento en el
crecimiento, las cepas mutantes aun presentan diferencias respecto a la silvestre,
evidenciadas por colonias menos densas y una menor eficiencia de crecimiento,
particularmente en la dilucion de 10°® esporas en al menos una de las réplicas. En
conjunto, estos resultados indican que las cepas mutantes putativas presentan una
mayor sensibilidad al estrés de pared celular inducido por Rojo Congo, lo que sugiere

una posible alteracion en la integridad de la pared celular.
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Ashsik2_C2 53

0.5 mg/mL 2.5 mg/mL S mg/mL

Figura 35. Las cepas mutantes putativas de la sih2 son susceptibles al estrés de la pared
celular inducida por Rojo Congo. Ensayo de tolerancia a estrés de pared celular en las cepas
de A. sydowii wt y mutantes AsAsih2 C1_5.3y AsAsih2_C2_5.3. En PDA + Rojo Congo (0.5,
2.5, 5 mg/mL).
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8.8.- Ensayo de humectabilidad de A. sydwii wt y mutantes putativas
AsAsih2_C1_5.3y C2_5.3

Se realizd el analisis de humectabilidad en las cepas mutantes putativas
AsAsih2_C1_5.3, AsAsih2_C2_ 5.3y la cepa silvestre (wt). Sobre la superficie del micelio
se depositd una gota de H,O o PBS suplementado con Tween 20 (0.1 %) y se dejo
reposar durante 30 min para evaluar su absorcién. En el panel A (gota de agua), se
observa que no hay absorcion en ninguna de las cepas, incluyendo tanto la silvestre
como las mutantes, por lo que bajo esta condicion no se detectan diferencias en la
humectabilidad. Esto podria atribuirse a la presencia de proteinas hidrofébicas
residuales, como ceroplantininas u otras hidrofobinas aun presentes. En contraste, en el
panel B (PBS + Tween 20), se evidencian diferencias entre las cepas, observandose una
mayor absorcidbn en las cepas mutantes putativas. En particular, en la cepa
AsAsih2_C1_5.3 la gota se absorbié completamente en al menos uno de los triplicados,
mientras que en AsAsih2 _C2_5.3 |la absorcién fue mas rapida y el angulo de la gota fue
menor en comparacion con la cepa silvestre (Figuras 36). En conjunto, estos resultados
sugieren un aumento en la humectabilidad (disminucion de la hidrofobicidad superficial)
en las cepas mutantes putativas, posiblemente asociado a una reduccidn en la
hidrofobicidad superficial derivada de la insercion del “cassette” recombinante del gen de
hidrofobina sih2.
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Figura 36. Las cepas mutantes putativas con la insercion de gen sih2 son mas hidrofilicas que la
silvestre. Ensayo de analisis de hidrofobicidad de micelio en las cepas mutantes AsAsih2_C1_ 5.3y

AsAsih2_C2_5.3, usando como control A. sydowii wt. A) Absorcion de gotas de agua pura y B) absorcion
de gota de agua y PBS + Tween 20 (0.1 %).
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8.9.- Efecto de la insercion del “cassette” recombinante del gen sih2 en la

produccion de las esporas

En reportes previos se ha observado que la mutacion del gen de hidrofobina rodA, en el
hongo A. fumigatus, provoca una disminucién en la produccién de esporas (Valsecchi et
al, 2017). Con base en esto, se evalué la produccién de esporas en las cepas mutantes
putativas AsAsih2 C1_5.3y AsAsih2 _C2_5.3 con respecto a A. sydowii wt. Para ello, se
inocularon cajas con 10,000 esporas en medio PDA, y se incubaron durante 4 y 8 dias.
En la figura 37 se observa una reduccion significativa en la produccion de esporas en las
cepas mutantes con respecto a la silvestre al dia 8, mientras que al dia 4 no se detectan

diferencias evidentes entre las cepas.
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Figura 37. La mutantes putativas presentan una disminucién en la produccion de esporas. Produccion de
esporas en A. sydowii wt y mutantes AsAsih2_C1y AsAsih2_C2. A partir de cultivos de PDA en el dia 4y
8. (A) Réplicas experimentales de la produccion de esporas. (B) Analisis estadistico de los datos. En el Dia
4, el analisis ANOVA no mostré diferencias significativas entre grupos (F(2,12) = 1.57, p = 0.248). En Dia 8,
el ANOVA fue significativo (F(2,12) = 19.90, p < 0.001), y el post-hoc de Tukey indicé diferencias significativas
entre WT y C1 (p < 0.001), y entre WT y C2 (p < 0.01), pero no entre C1 y C2. Los asteriscos indican
comparaciones con diferencias significativas (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
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9.- Discusion
9.1.- Ensayos de tolerancia de A. sydowii wt bajo estrés osmético y de pared celular

La estandarizacion de ensayos de tolerancia a distintos tipos de estrés permite
caracterizar la respuesta morfolégica de hongos filamentosos frente a condiciones
ambientales adversas en cepas silvestres en comparacion con cepas mutantes en genes
que pueden estar relacionados a las respuestas al estrés. En este estudio, la cepa
silvestre de A. sydowii mostré respuestas diferenciadas frente a estrés hipersalino,
hiperosmotico y de pared celular, evidenciadas en cambios en el crecimiento y la
expansion de las colonias, asi como en la aparicidn de alteraciones tempranas asociadas

a cada condicion.

9.1.1.- Respuesta a estrés hiperosmético de las colonias de A. sydowii silvestre wt

Los ensayos de tolerancia a estrés osmético inducido por sorbitol mostraron que A.
sydowii wt presenta una respuesta dependiente de la concentracién, caracterizada por
una estimulacion del crecimiento a concentraciones intermedias (0.5 y 2 M) y una
marcada reduccion de crecimiento a concentraciones elevadas (3 M), lo que sugiere un
rango 6ptimo de osmolaridad que favorece su desarrollo. En condiciones control (0 M),
las colonias presentaron una expansion radial continua; sin embargo, a 0.5y 2 M de
sorbitol el crecimiento fue mayor en comparacion con la condiciéon control, indicando una
capacidad de adaptacién inicial a incrementos relativamente altos de osmolaridad. Por
el contrario, a 3 M el crecimiento se redujo de manera evidente desde las primeras horas
de incubacion y se mantuvo limitado hasta las 96 h, condicion en la que el crecimiento
permanecié severamente restringido durante todo el periodo de monitoreo. Este

comportamiento fue consistente tanto a nivel macroscépico como en los microcultivos.

Este patron sugiere que A. sydowii no solo tolera el estrés osmético, sino que puede
beneficiarse de condiciones moderadamente hiperosmaticas, lo cual es consistente con
su naturaleza haléfila y su adaptacién a ambientes con alta salinidad. En este contexto,
se ha descrito que A. sydowii es capaz de crecer en un amplio rango de concentraciones
salinas, mostrando una tolerancia superior en comparacion con muchos hongos no

haldfilos, lo que implica la presencia de mecanismos eficientes de osmorregulacion y
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homeostasis i6nica. Esta capacidad diferencial podria explicar por qué, a diferencia de
otros hongos, el estrés osmético moderado no resulta limitante, sino que puede activar

rutas metabdlicas que favorecen el crecimiento.

Este comportamiento es consistente con lo reportado en el hongo osmotolerante
Aspergillus chevalieri, donde bajo concentraciones intermedias de solutos osmdéticos
(50% sacarosa) la tasa de crecimiento puede incrementarse hasta 1.5 veces respecto al
control. En dicho sistema, el aumento del crecimiento se asocia con una intensificacion
del metabolismo energético, evidenciada por un incremento en la respiracion celular, la
actividad de enzimas de la cadena respiratoria y la biogénesis mitocondrial. En A.
chevalieri, el estrés osmaotico moderado induce un aumento significativo en el contenido
de proteinas y lipidos mitocondriales, asi como una mayor actividad de enzimas
respiratorias clave, particularmente la NADH deshidrogenasa. Ademas, se observa una
expansion del tamafio mitocondrial y un incremento en el RNA mitocondrial, lo que indica
una reprogramaciéon metabodlica activa orientada a sostener la elevada demanda
energética requerida para la adaptacion osmotica (Hefnawy et al.,, 2001). Estos
antecedentes apoyan la idea de que el incremento en el crecimiento observado en A.
sydowii a 0.5 y 2 M de sorbitol podria estar asociado a una reprogramacién metabélica

similar.

Sin embargo, a la concentracibn mas alta evaluada (3 M), A. sydowii presentd un
crecimiento consistentemente bajo, indicando que el estrés osmoético excede su
capacidad adaptativa. Este patron también es congruente con lo descrito en A. chevalieri,
donde a concentraciones extremas de sacarosa (80%) el crecimiento se reduce
drasticamente hasta aproximadamente el 30% con respecto al control, a pesar de que la
magquinaria mitocondrial y respiratoria se encuentra altamente activada (Hefnawy et al.,
2002). Esto sugiere que, bajo estrés osmoético severo, el costo energético de la
adaptacion supera la capacidad de respuesta celular, resultando en una inhibicion

generalizada del crecimiento.

Por otro lado, estudios previos han demostrado que las hidrofobinas pueden estar

implicadas en la respuesta a estrés osmotico. Un ejemplo es el trabajo de Cai et al.

74



(2021), donde la sobreexpresion del gen hfb2 en T. guizhouense incrementa el
crecimiento en presencia de NaCl, sacarosa y glicerol, sugiriendo su participacion en la
resistencia tanto a estrés ibnico como osmaético. De manera similar, Zhang et al. (2022)
observaron que una mutante del gen de hidrofobina VdHP1 de Verticillium dahliae
presenta reduccion en el crecimiento bajo NaCl, pero no bajo sorbitol o KCI, lo que indica
una respuesta diferencial dependiendo del tipo de estrés.

Adicionalmente, se ha reportado que el estrés osmotico puede inducir cambios en la
composicion de la pared celular. En Trichoderma reesei, el sorbitol a 1 M provoca
alteraciones morfolégicas y en la pared celular, asociadas con la activacion de la via
HOG, lo que incrementa el consumo de glucosa para la sintesis de glicerol y reduce la
disponibilidad de precursores para la formacion de glucanos (Gorka-Nie¢ et al., 2010).
En concordancia con esto, en A. sydowii se ha observado que el estrés hiper salino (2.0
M NaCl) induce un remodelamiento significativo de la pared celular, caracterizado por un
aumento en su grosor y la formacién de una estructura lamelar, acompafiado de una
disminucién en el contenido de quitina y un incremento de B-glucanos (Pérez-Llano et
al., 2020).

En conjunto, estos resultados sugieren que la adaptacién osmética no solo implica una
redistribucién de recursos metabdlicos, como el desvio de glucosa hacia la sintesis de
glicerol, sino también una reorganizacion estructural de la pared celular que contribuye
a mantener la integridad celular bajo condiciones de estrés, impactando tanto la

morfologia como el crecimiento colonial

En el caso del estrés salino, la inhibicion del crecimiento observada a 2 M de NaCl puede
atribuirse a la acumulacion intracelular de iones, la cual altera el equilibrio i6nico y
compromete las interacciones estructurales de proteinas y otras macromoléculas. En A.
sydowii, la exposicion a NaCl induce tanto estrés osmoético como estrés iénico; el Na*
puede desplazar al potasio de los sitios activos enzimaticos, afectando su funcion
(Jiménez Gomez, 2022). Ademas, el NaCl, al disociarse en solucion acuosa, es capaz

de unirse a 14 moléculas de agua, en comparacion con el sorbitol, que se asocia con 6
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(Peidro Guzman, 2022), lo que le confiere una mayor capacidad de interaccién con

moléculas de agua e intensifica la reduccion de la actividad de agua.

En conjunto, estos resultados refuerzan la idea de que A. sydowii posee una elevada
tolerancia tanto al estrés osmotico en comparacion con otros hongos. No obstante, la
disminucién del crecimiento a condiciones hiperosmaticas indica la existencia de limites

fisiologicos definidos.
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9.2.- Respuesta de A. sydowiii a estrés de pared celular

Los resultados obtenidos indican que A. sydowii presenta una alta tolerancia al estrés de
pared celular, manteniendo el crecimiento incluso en altas concentraciones de Rojo
Congo (RC) y Calcofluor White (CFW), aunque con una reduccion en la tasa de
crecimiento y alteraciones morfolégicas asociadas a la pérdida de integridad estructural.
Bajo condiciones control, las colonias de A. sydowii wt mostraron una tasa de crecimiento
constante, de tal forma que, a las 96 h de incubacion, las colonias derivadas de una
dilucion inicial de 10 conidios ya se encontraban en contacto, formando una masa
micelial continua. Este comportamiento es consistente con un desarrollo vegetativo

caracteristico de la especie y con una adecuada integridad de la pared celular.

En contraste, en presencia de Rojo Congo (RC) a una concentracion de 5 mg/mL se
observo una reduccion evidente en la tasa de crecimiento desde las 48 h de incubacion,
particularmente en la condicion correspondiente a la dilucion de 10 colonias. Esta
diferencia se hizo aun mas marcada a las 96 h, cuando las colonias permanecieron
claramente separadas entre si, mientras que en el control ya se habia producido una
colonia continua. Estos resultados indican que el estrés de pared celular inducido por RC
no solo afecta la expansion radial del micelio, sino que también limita la dinamica de

crecimiento coordinado entre hifas.

A nivel microscopico, este efecto se acompana de alteraciones morfoldgicas especificas.
A 5 mg/mL de RC, se observaron hinchamientos en el apice de las hifas, asi como un
incremento en el ancho hifal de aproximadamente 2—3 um respecto al control en multiples
réplicas a las 48 h. Estas modificaciones son consistentes con un debilitamiento
localizado de la pared celular que favorece la entrada excesiva de agua y conduce a
expansion apical descontrolada. Fenbmenos similares han sido descritos en Aspergillus
niger, donde el Rojo Congo interfiere con la cristalizacion de la quitina al unirse a glicanos
en el apice hifal; sin embargo, estos efectos se presentan a concentraciones
considerablemente menores (=0.15 mg/mL) (Rese et al., 2021), lo que sugiere una mayor
tolerancia de A. sydowii a la perturbacion de la pared celular.

El incremento en el grosor hifal sugiere la activacion de mecanismos compensatorios de

remodelacion de la pared celular en respuesta al estrés inducido por RC, mas que un
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cambio generalizado en el patron de crecimiento. Este resultado es consistente con
estudios previos que demuestran que el Rojo Congo interfiere con la organizaciéon de los
B-1,3-glucanos al formar complejos con regiones helicoidales de estos polisacaridos,
impidiendo su agregacion lateral en microfibrillas y comprometiendo la integridad
estructural de la pared celular, lo que da lugar a paredes menos rigidas y

morfolégicamente aberrantes (Kopecka & Gabriel, 1992).

De manera consistente, ensayos con Calcofluor White (CFW) mostraron una inhibicién
del crecimiento comparable a la inducida por RC, a concentraciones de 0.25y 0.5 mg/mL.
Dado que el CFW se une preferentemente a la quitina, mientras que el RC interactua con
B-1,3-glucanos, la similitud entre estos fenotipos sugiere que la alteracion de distintas
capas de la pared celular converge en una consecuencia funcional comun: la pérdida de

integridad estructural y la reduccion del crecimiento micelial (Wong et al., 2021).

Este patrén de respuesta es consistente con lo reportado en otras especies del género
Aspergillus. Por ejemplo, en A. fumigatus y A. flavus, donde el tratamiento con Rojo
Congo en concentraciones de 0.05-0.25 mg/mL provoca una reduccion progresiva del
crecimiento radial en A. fumigatus, alcanzando aproximadamente un 40% de inhibicion
a 0.25 mg/mL, mientras que el calcofluor white genera reducciones de hasta 80% a 0.15
mg/mL y una inhibicion completa del crecimiento a concentraciones superiores a 0.2
mg/mL. En contraste, A. flavus presenta una mayor tolerancia relativa a ambos agentes

bajo condiciones similares (Wong et al., 2021).

El efecto inhibitorio del RC y del CFW es consistente con la activaciéon de la via de
integridad de la pared celular (CWIS), como se ha descrito en A. nidulans, donde esta
respuesta implica ajustes en el crecimiento, alteraciones morfologicas y regulacion

transcripcional asociada a la integridad de la pared celular (Figura 37).

En este contexto, Rojo Congo actua principalmente como un estresor de la integridad de
la pared celular mas que como un agente letal, ya que su efecto se basa en la
desorganizacion estructural de polisacaridos clave como quitina y [(-glucanos,
respectivamente, generando defectos en la arquitectura celular y en procesos como la
saltacion y la separacion celular (Kopecka & Gabriel, 1992). En concordancia con lo

anterior, la tolerancia observada en A. sydowii puede explicarse por su capacidad de
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adaptacion a condiciones extremas. Estudios comparativos han demostrado que la
tolerancia a este compuesto varia ampliamente entre especies fungicas y puede estar
asociada a su nicho ecologico. Por ejemplo, hongos entomopatégenos como
Metarhizium acridum y Cordyceps fumosorosea muestran una marcada reducciéon del
crecimiento desde 50-100 mg/mL, siendo C. fumosorosea la unica especie que presentd
una concentracion minima inhibitoria (MIC) dentro de ese rango. En contraste, hongos
saproétrofos como A. niger y Trichoderma atroviride mantienen crecimiento incluso a

concentraciones de hasta 600 mg/mL (Lima et al., 2021).

En el presente trabajo, A. sydowii fue capaz de tolerar concentraciones de hasta 5 mg/mL
de RC, lo que refuerza su caracter poliextremdfilo y sugiere la presencia de mecanismos
de adaptacién estructural y fisioldgica. De hecho, cepas de A. sydowii han sido aisladas
de ambientes extremos, incluyendo ecosistemas marinos profundos como la zona hadal,
lo que respalda su elevada plasticidad fisiologica (Wang et al., 2025). En conjunto, estos
resultados apoyan la idea de que el aumento del grosor hifal bajo altas concentraciones
de Rojo Congo es una consecuencia directa de la activacion de mecanismos de

remodelacion de la pared celular en respuesta al estrés estructural.
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9.3.- Lavia de remodelacién de pared puede inducir el inicio del desarrollo asexual,
pero bajo estrés estructural el proceso se desvia hacia una conidiaciéon abortiva

en A. sydowii wt

Los resultados obtenidos indican que el estrés de pared celular en A. sydowii induce la
activacion temprana del programa de desarrollo asexual; sin embargo, bajo condiciones
de dano estructural, este proceso no se completa y se desvia hacia la formacién de

conidioforos abortivos.

A las 48 h de incubacion, los microcultivos de la condiciéon control de A. sydowii wt
mostraron hifas con crecimiento vegetativo continuo y sin evidencia de ramificaciones
asociadas a estructuras reproductivas, lo que indica un desarrollo micelial normal en
ausencia de estrés de pared celular. La falta de conidiéforos abortivos en esta condicion
sugiere que el programa de desarrollo asexual no fue activado de manera prematura ni

alterada.

En contraste, en los microcultivos expuestos a Rojo Congo (RC) a 5 mg/mL se
observaron alteraciones morfolégicas claras, caracterizadas por la presencia de
conidioforos inmaduros. Estos cambios son consistentes con un escenario de dano
estructural en la pared celular, en el que la integridad de la hifa y la progresion normal

del desarrollo se ven comprometidas.

Este comportamiento es consistente con lo reportado en otros hongos del género
Aspergillus. Anomalias morfologicas similares han sido observadas en A. niger, donde
estos fenotipos se presentan a concentraciones mas bajas de RC (=0.15 mg/mL),
mientras que en A. sydowii son visibles a concentraciones mas altas (hasta 5 mg/mL).
Esta diferencia sugiere variaciones interespecificas en la sensibilidad o en la capacidad
de respuesta al dafo de pared celular, aunque la conservacion del fenotipo indica la

activacién de mecanismos morfogenéticos comunes (Pancaldi et al., 1984; Spence
et al. 2022).

A nivel molecular, estos resultados pueden explicarse por la activacion de la via CWIS.
La presencia de conidios inmaduros en A. sydowii bajo estrés inducido por RC concuerda

con lo reportado por Rese et al. (2021), donde en A. nidulans el dafio de pared celular
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activa esta via, promoviendo la induccién temprana de reguladores del desarrollo asexual
como brlA, sin que se complete la expresidn secuencial de los genes aguas abajo abaA
y wetA (genes involucrados en la maduracién conidial) lo que resulta en la detencion del
proceso de conidiacion en fases tempranas y en la formacion de estructuras abortivas
(Figura 38).

Adicionalmente, Spence et al. (2022) demostraron en A. nidulans la respuesta al estrés
de pared celular depende de manera critica de la formacion de septos. En este estudio,
mutantes defectivos en septacion mostraron una mayor susceptibilidad a agentes como
el Rojo Congo, lo que indica que los septos permiten compartimentalizar el dafio
estructural y limitar su propagacion a lo largo de la hifa. En conjunto, estos antecedentes
respaldan que los fenotipos observados en A. sydowii no solo reflejan dano estructural,
sino también una reprogramacion del desarrollo celular en respuesta al estrés. Por lo
tanto, la conidiacion abortiva observada podria interpretarse como una estrategia
adaptativa en la que el hongo inicia la diferenciacion reproductiva, pero prioriza la
supervivencia celular mediante la activacion de mecanismos de mantenimiento
estructural, incluyendo la compartimentalizacién del dafo y la remodelacion de la pared

celular.
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Figura 38. Esquema de la interconexion entre la via de integridad de la pared celular (CWIS) y la
regulacion del desarrollo asexual en A. nidulans. La activacion de la cascada MAPK (Bck1-Mkk2—
MpkA) en respuesta a dafo de pared celular induce la expresion de genes implicados en
remodelacion de pared y puede estimular de manera prematura el médulo central de conidiacion
(brlA—abaA—wetA) (Rese et al., 2021; Rocha et al., 2020).
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9.4- Ensayos de tolerancia a estrés hipersalino, hiperosmético y de pared celular
de las colonias mutantes putativas del gen sih2 de A. sydowiiy A. sydowii silvestre

wt

9.4.1.- Ensayos de tolerancia a estrés hipersalino e hiperosmoético de las colonias

mutantes putativas del gen sih2 de A. sydowii, y A. sydowii silvestre wt

Los resultados obtenidos indican que la alteracion del gen sih2 no genera un fenotipo
evidente de sensibilidad al estrés hiperosmético ni hipersalino, lo que sugiere que este
gen no es esencial de manera individual para la respuesta a estas condiciones en A.
sydowii. Cuando las cepas fueron cultivadas en presencia de NaCl o sorbitol, las
mutantes putativas no mostraron una mayor sensibilidad al estrés osmatico ni salino en
comparacién con la cepa silvestre. Aunque la insercion del “cassette” recombinante
ocurrié de forma aleatoria y no sustituyé al gen sih2 en su locus nativo, no puede
descartarse que dicha integracion haya interferido con la correcta expresion del gen sih2,
ya sea por efectos de posicion o por la alteracion de regiones reguladoras como el
promotor. Adicionalmente, la ausencia de un fenotipo claro sugiere la posible existencia
de mecanismos de redundancia funcional entre hidrofobinas. Este tipo de
comportamiento ha sido reportado previamente en otros hongos filamentosos. Por
ejemplo, en Fusarium graminearum, la eliminacion individual de genes de hidrofobinas
no genera alteraciones evidentes en el crecimiento o en la respuesta al estrés, mientras
que la acumulacion de multiples deleciones (mutantes dobles o triples) si conduce a
fenotipos claros, como la inhibicion del crecimiento en condiciones de estrés (Quarantin
et al., 2019). En conjunto, estos antecedentes apoyan la hipotesis de que, en A. sydowii,
la funcién de sih2 podria estar parcialmente compensada por otras hidrofobinas. Bajo
este escenario, la ausencia de un fenotipo de sensibilidad al estrés en las cepas mutantes
putativas podria explicarse por un mecanismo de compensacion funcional mediado por
otras hidrofobinas, particularmente sih1y sih4, cuyos productos biolégicos podrian suplir
parcial o totalmente la funcion de sih2 en la proteccion frente a estrés osmotico e

hipersalino, como se propone en el modelo de la Figura 39.
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Por lo tanto, estos resultados sugieren que el analisis funcional de sih2 requiere la
generacion de mutantes dobles y triples para evidenciar su contribucion especifica dentro

de la red de hidrofobinas involucradas en la respuesta al estrés.

L P /;‘ Putative TF

b | Putative TF

Figura 39. Modelo propuesto de compensacion funcional entre hidrofobinas en A. sydowii. La
integracion al azar del “cassette” recombinante podria interferir con la expresion del gen sih2,
mientras que otras hidrofobinas, como sih1 y sih4, podrian compensar su funcién bajo
condiciones de estrés, evitando la aparicion de un fenotipo sensible ante estrés ionico y
osmotico.
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9.4.2.- Ensayos de tolerancia a estrés de pared celular de las colonias mutantes

putativas del gen sih2 de A. sydowiiy A. sydowii wt

Los resultados obtenidos indican que las cepas mutantes putativas presentan una mayor
sensibilidad al estrés de pared celular inducido por Rojo Congo, lo que sugiere una

alteracion en la organizacion y/o recubrimiento superficial de la pared celular.

En el presente estudio se observd que las cepas mutantes putativas AsAsih2 C1_5.3y
AsAsih2_C2_5.3 de A. sydowii presentan un retardo en el crecimiento a las 48 h cuando
se cultivan en medio PDA con Rojo Congo a 5 mg/mL, en comparacion con la cepa
silvestre. Este fenotipo sugiere una posible alteracion o ausencia en el recubrimiento de

la pared celular por hidrofobinas.

Este comportamiento es consistente con lo reportado para el gen de hidrofobina Cmhyd1
de Cordyceps militaris, donde su eliminacién provoca un incremento en la sensibilidad a
al Rojo Congo (Li et al., 2021). Estos resultados apoyan la idea de que las hidrofobinas
desempefian un papel clave en la integridad y proteccién de la pared celular, actuando
como una capa superficial que modula la interaccién con el entorno. Sin embargo, dado
que en estas cepas el “cassette” recombinante se integré de manera al azary el gen sih2
silvestre continua presente, los cambios observados no pueden atribuirse directamente
a la pérdida del gen, sino mas probablemente a efectos posicionales derivados de la
insercion. En este sentido, la integracion del “cassette” podria estar afectando la

expresion local o la regulacion del propio gen sih2.

El aumento en la sensibilidad al Rojo Congo podria indicar que la superficie celular de
las mutantes presenta una mayor accesibilidad al colorante. Este compuesto anionico se
une a componentes de la pared celular (Ortiz-Ramirez et al., 2022), por lo que una mayor
afinidad puede reflejar un defecto en el recubrimiento por hidrofobinas. Con base en
estas observaciones, se propone un modelo en el que la ausencia del gen de hidrofobina
sih2 compromete la organizacion de las capas externas de la pared celular, favoreciendo
una mayor interaccién del Rojo Congo con los (B-glucanos y, en consecuencia, un

aumento del estrés de pared celular (Figura 40).
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Figura 40. Modelo propuesto de la alteracion de la integridad de la pared celular asociada a la ausencia del gen
de hidrofobina sih2. Panel A) WT, Panel B) mutantes putativas AsAsih2_C1_5.3 y AsAsih2_C2_5.3. En
condiciones normales, la hidrofobina SIH2 contribuiria a la organizacion de la capa externa de la pared celular,
limitando la interaccion de agentes como el Rojo Congo con los (3-1,3-glucanos. En ausencia del gen sih2, la
ausencia de esta capa de hidrofobinas favoreceria una mayor susceptibilidad al estrés de pared celular.
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9.5.- Analisis de hidrofobicidad del micelio y produccion de micelio aéreo en las

colonias mutantes putativas del gen sih2 de A. sydowiiy A. sydowii silvestre wt

Los resultados obtenidos sugieren que la integracion del “cassette” recombinante en las
cepas mutantes putativas de A. sydowii esta asociada con una disminucion de la

hidrofobicidad superficial y alteraciones en la producciéon de micelio aéreo.

En el presente trabajo, las cepas AsAsih2_C1_5.3 y AsAsih2_C2_5.3 de A. sydowii no
corresponden a mutantes de delecion del gen nativo sih2; sin embargo, es relevante que
la cepa mutante putativa AsAsih2 _C2_ 5.3 mostré una menor formacién de micelio aéreo,
mientras que AsAsih2 C1_5.3 presentd un fenotipo humedo. Como se esquematiza en
la Figura 41, en A. sydowii la integracion del “cassette” recombinante se asocia con una
disminucién de la hidrofobicidad superficial. Estos cambios fenotipicos sugieren que la
integracion al azar pudo alterar la propiedad hidrofébica y la diferenciaciéon de hifas
aéreas. Si bien estos efectos no pueden atribuirse directamente a la pérdida funcional de
sih2, siindican una posible perturbacion en los mecanismos que regulan la hidrofobicidad
micelial y produccién de micelio aéreo. Este patron es consistente con lo reportado en
otros hongos filamentosos. En C. militaris, la delecion del gen de hidrofobina cmhyd1
provoca pérdida de hidrofobicidad y alteraciones en la produccién de micelio aéreo en

comparacién con la cepa silvestre (Li et al., 2021).
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Figura 41. Modelo de disminucion de hidrofobicidad basado en la absorcién de gotas de agua
en el mutante Asih2. Panel A). wt, panel B) AsAsih2.
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9.6.- Analisis de la produccién de esporas en las cepas mutantes putativas
AsAsih2_C1y AsAsih2_C2y A. sydowii wt en medio so6lido PDA

Los resultados obtenidos indican que las mutantes putativas AsAsih2_C1y AsAsih2_C2
presentan una disminucién en la produccién de esporas, lo que sugiere una alteracion
en procesos relacionados con la morfogénesis y diferenciacion del conidiéforo en A.

sydowii.

En este estudio se observd que las mutantes putativas AsAsih2_C1y AsAsih2_C2 de A.
sydowii presentan una menor produccion de esporas al dia 8 de cultivo en comparacion

con la cepa silvestre.

Sin embargo, dado que en estas cepas el “cassette” recombinante se integré de forma
al azar y el gen sih2 silvestre permanece en el genoma, la reduccion en la esporulacion
no puede atribuirse directamente a la pérdida del gen, sino que probablemente deriva de
efectos posicionales asociados a la insercion. En este sentido, la integracion al azar

podria afectar la regulacion local del locus wt e incluso la expresion del propio gen sih2.

Este fenotipo puede explicarse como consecuencia de alteraciones en la estructura o en
la organizacion del conidiéforo, lo cual impacta directamente la eficiencia de la
esporulacion. Este tipo de alteraciones han sido descritas en Penicillium expansum,
donde la delecion de genes de hidrofobinas, incluyendo hfbA y el mutante multiple Asep,
provoca conidiéforos estructuralmente anémalos, con cadenas de conidios agrupadas y
conidios de morfologia irregular (Luciano-Rosario et al., 2022), lo que se asocia con una

reduccion en la eficiencia de dispersion.

De manera consistente, en otros hongos filamentosos se ha demostrado que las
hidrofobinas funcionales participan en el desarrollo de estructuras conidiogénicas. En A.
fumigatus, Valsecchi et al. (2017) demostraron que la delecion de RodA ocasiona una
disminucion de la esporulacién y una afectacién severa en la hidrofobicidad de las
conidias, siendo este gen esencial para la formacion de rodlets. De manera similar, en
C. militaris, Li et al. (2021) reportaron que la delecion de Cmhyd1 conduce a una
reduccion marcada en la conidiacion. No obstante, la participacion de las hidrofobinas en

la esporulacién no es universal. Por contraste, en F. graminearum, Quarantin et al. (2019)
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observaron que la eliminacion de genes FgHyd71-5 no afecta significativamente la
esporulacion, lo que indica que la relevancia de estas proteinas puede variar entre

especies.

En conjunto, los resultados obtenidos en A. sydowii sugieren que la integracion del
“cassette” recombinante pudo interferir indirectamente con componentes estructurales o
superficiales de la pared celular, afectando la organizacion del conidioforo y, en

consecuencia, la eficiencia reproductiva asexual.

Por analogia, es posible que en las mutantes putativas la insercion haya alterado
procesos asociados a la morfogénesis, lo que impacta tanto la formacién como la
liberacién de conidios. La Figura 42 presenta un modelo propuesto que ilustra los
posibles cambios estructurales en los conidiéforos de las mutantes putativas en

comparacion con la cepa silvestre.

wi AsAsih2_C1_5.3  AsAsih2 C2 5.3

Figura 42. Modelo de las estructuras reproductivas de A. sydowii wt y mutantes AsAsih2_C1_5.3
y AsAsih2_C2_5.3.
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10.- Conclusiones

A. sydowii wt tiene una alta resistencia al estrés de pared celular inducido por RC y

Calcofluor, anteriormente no observada en otros hongos del género Aspergillus.

Las mutantes putativas AsAsih2 C1 y AsAsih2 C2 de A. sydowii no mostraron
sensibilidad al estrés osmotico ni al estrés hipersalino inducido por sorbitol y NaCl,

respectivamente, en comparacion con la cepa silvestre.

Las cepas AsAsih2 C1 y AsAsih2 _C2 son menos tolerantes al estrés de pared celular
inducido por Rojo Congo, asi como una reduccion en la produccion de conidios al dia 8
de cultivo respecto a la cepa silvestre. Una disminucién en la produccion de micelio aéreo

y disminucion en la hidrofobicidad del micelio.
11.- Perspectivas

Generar lineas mutantes puras (knockout) del gen sih2 mediante el sistema CRISPR-
Cas9 y, posteriormente, reproducir los experimentos realizados en este proyecto para
determinar si los resultados obtenidos coinciden con los fenotipos observados en las
cepas AsAsih2_C1y AsAsih2 _C2.

Generar mutantes simples, dobles y triples de los genes de hidrofobinas sih1, sih2 y sih4

de A. sydowii mediante el sistema CRISPR-Cas9.

Realizar ensayos de tolerancia a estrés hipersalino, osmaético y de pared celular en
mutantes simples, dobles y triples de los genes de hidrofobinas sih1, sih2 y sih4,
mediante microcultivos y ensayos a partir de la inoculacion controlada de esporas, con
el fin de evaluar comparativamente el crecimiento y la resistencia fenotipica bajo

condiciones de estrés.

Llevar a cabo el analisis de la hidrofobicidad y la evaluacién morfolégica de conidios e
hifas en mutantes simples, dobles y triples de hidrofobinas de A. sydowii mediante

microscopia electronica de barrido (MEB).
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Realizar analisis de RT-qPCR en las cepas mutantes simples, dobles y triples en
condiciones de estrés hipersalino y osmotico, para evaluar los niveles de expresion

génica y posibles mecanismos de compensacion entre hidrofobinas.
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