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1. Introduccion

La adaptacion celular a condiciones adversas es fundamental para la supervivencia de
los organismos, especialmente en ambientes fluctuantes como en aquellos que tienen
condiciones fisicoquimicas fuera de las estandar o conocidos como ambientes extremos,
en los que organismos como bacterias, levaduras, hongos filamentosos entre otros,
deben enfrentar variaciones constantes de temperatura, pH u osmolaridad. La via HOG
(por sus siglas en inglés, High-Osmolarity Glycerol) es una de las rutas de senalizacion
mejor caracterizadas en eucariotas para responder al estrés osmatico, particularmente
en Saccharomyces cerevisiae, donde la proteina quinasa Hog1 juega un papel central
en la transduccion de sefales tras una variacion en las condiciones osmoéticas. Sin
embargo, en distintas especies de hongos filamentosos como Trichoderma, los
componentes de la via HOG y la dinamica de esta no han sido profundamente
caracterizados.

El estudio de ortdlogos involucrados en la respuesta al estrés osmatico tiene una
relevancia directa en la industria biotecnolégica, ya que estos son relevantes en la
regulacion de procesos clave en la produccion de metabolitos en la industria. En Yarrowia
lipolytica, el ortdlogo ylHog1 desempefia un papel esencial en la respuesta al estrés
hiperosmoético y en la produccion de eritritol, un poliol de interés comercial, donde su
activaciéon es fundamental tanto en la tolerancia celular, como para la sintesis eficiente
del metabolito. La delecién del gen reduce significativamente la resistencia al estrés y la
produccion de eritritol (Rzechonek et al., 2018). De manera similar, en S. cerevisiae, se
ha demostrado que la delecion de hog1 afecta la capacidad de la célula para tolerar la
presiéon osmotica generada durante fermentaciones con alta concentracion de glucosa,
impactando directamente el desempefo del proceso, sin embargo, esta modificacion
también puede alterar el metabolismo y mejorar la produccién de etanol bajo ciertas
condiciones, evidenciando el potencial de esta via y el gran interés de estudio para
ingenieria metabdlica en aplicaciones industriales (Vikromvarasiri et al., 2025). En
conjunto, estos estudios demuestran que la caracterizacion de ortélogos de hog7 no sélo
permite entender la adaptacién osmdtica, sino que también es clave para optimizar
microorganismos utilizados en procesos biotecnoldgicos.

Este proyecto tiene como objetivo evaluar la complementacion funcional del gen imk3 de
T. tlahuicanensis en una cepa mutante hog71A de S. cerevisiae bajo condiciones de estrés
osmotico, con el fin de determinar su capacidad para restaurar la respuesta
osmoadaptativa de S. cerevisiae. Para ello, se emplea una estrategia basada en la
expresion del gen tmk3 en la levadura, lo que permite analizar su funcionalidad en este
contexto. De manera complementaria, se plantea explorar el uso de un biosensor
genéticamente codificado basado en FRET como una nueva herramienta para el estudio
de la respuesta osmaética en hongos, permitiendo evaluar en tiempo real los cambios



celulares asociados a la osmolaridad. En conjunto, estos enfoques buscan no solo validar
la conservacion funcional de tmk3, sino también establecer una herramienta que permita
analizar los cambios dinamicos que ocurren en la adaptacion osmaética en hongos
filamentosos.

2. Marco tedrico
2.1. El estrés osmético en microorganismos

La osmolaridad es una condicién fluctuante en el ambiente, lo que puede condicionar el
desarrollo de los organismos, por lo que las células han generado mecanismos para
regular y mantener el equilibrio idnico intracelular, a través de cambios en el metabolismo
celular. Los mecanismos estan ajustados a la osmolaridad y la composicidn ionica del
entorno externo, por lo que, un cambio en la osmolaridad externa genera un estrés
osmatico, afectando la concentracion de macromoléculas, la velocidad de reacciones
bioquimicas y la funcion celular (Kultz, 2000).

El estrés osmético se da por diferentes condiciones fisicoquimicas como la salinidad, la
sequia y el déficit hidrico, lo que conduce a respuestas celulares destinadas a mantener
el equilibrio osmatico y la adaptacion a condiciones ambientales desafiantes (Penna et
al., 2021). Este estrés lleva a la pérdida de agua por la condicién hiperosmética lo que
disminuye la turgencia de la membrana a niveles fisiolégicamente criticos. Por otro lado,
la entrada excesiva de agua en condiciones hipoosmaticas pone en peligro la integridad
celular debido al aumento de la turgencia. Ambos escenarios afectan la capacidad celular
para llevar a cabo funciones bioquimicas esenciales, lo que hace necesario un control
preciso de la entrada y salida de agua para regular la turgencia de la membrana (Bremer
& Kramer, 2019).

Ademas, los microorganismos detectan, responden y se adaptan a otro tipo de estrés
osmotico como el cambio en la actividad de agua en su entorno. La disminucion del agua
libre disponible en el espacio extracelular genera un gradiente osmaético que ocasiona la
salida de agua intracelular (Hohmann, 2015). Esto disminuye el volumen celular lo cual
provoca una ralentizacion en diferentes procesos celulares como la alteraciéon de la
estructura del citoesqueleto, la induccion de la remodelacién de la cromatina y la
detencidn del ciclo celular (Miermont et al., 2013). Por esto, el equilibrio en la actividad
del agua es un requisito critico para que se lleven a cabo una amplia gama de funciones
celulares (Strange, 2004)

Dado que ningun microorganismo tiene la capacidad de bombear activamente agua
dentro o fuera del citoplasma para compensar los flujos de agua a través de la membrana
a causa del estrés osmotico, el ajuste celular debe basarse en medidas o adaptaciones
fisioldgicas que permitan a la célula dirigir y escalar la entrada de agua a medida que



fluctua la osmolaridad ambiental, para esto los microorganismo han adaptado diversas
estrategias segun las condiciones ambientales en las cuales se desarrollan (Wood,
2011).

2.2. Estrategias de adaptacion bajo estrés osmoético

La respuesta al estrés en las células se inicia cuando estas perciben sefiales externas o
internas en su entorno, a través de receptores de membrana o sensores intracelulares
que detectan cambios como dafo térmico, estrés oxidativo o alteraciones en la pared
celular. Estas sefales desencadenan cascadas de sefializacién, incluyendo procesos de
fosforilacidn y activacion de factores reguladores, que conducen a la expresion de genes
asociados a la adaptacion celular (Dawan & Ahn, 2022). Estos mecanismos son
ampliamente conservados en microorganismos como hongos, levaduras y bacterias,
donde los receptores transmembranales desempefan un papel clave al iniciar rutas de
sefalizacion que permiten a la célula responder y adaptarse eficientemente a
condiciones de estrés (Branco et al., 2022)

Entre los diversos tipos de estrés, uno de los mas desafiantes es el estrés salino. Algunos
microorganismos como los haldfilos y halotolerantes han desarrollado mecanismos
especializados para prosperar bajo este tipo de condiciones. Estas adaptaciones les
permiten excluir activamente los iones toxicos (como el Na*, Mg*?, Ca?*, CI-, Li*, entre
otros) y evitar el flujo de agua del citoplasma al exterior para mantener la estabilidad de
los procesos bioquimicos dentro de las células (Zajc et al., 2014). Dentro de estas
adaptaciones, destacan principalmente dos estrategias que permiten a las células
mantener su viabilidad bajo estrés salino. Acumulacion de iones (Salt-in) o acumulacién
de solutos compatibles (Salt-out) (Plemenita$ et al., 2014).

2.3. Acumulacion de iones (Salt-in)

La estrategia de adaptacion salt-in principalmente utilizada por arqueas, implica la
acumulacion intracelular de altas concentraciones de sales inorganicas, principalmente
K* y CI~ (Figura 1), para equilibrar la presion osmaética con respecto al medio externo. y
equilibrar las concentraciones con el Na* extracelular lo que les permite vivir en
ambientes hipersalinos (Gunde-Cimerman et al. 2018). Esta adaptacién ha permitido la
proliferacion de microorganismos en ambientes hipersalinos, como Halobacterium
salinarum y Haloarcula marismortui, dos organismos modelo en el estudio de la
adaptacion salina. En ambos se ha observado que los proteomas son altamente acidos,
optimizados para funcionar bajo condiciones de salinidad extrema, asi como sistemas
robustos de bombas de flujo idbnico que contribuyen al mantenimiento del equilibrio
osmotico (Eichler, 2023; Thombre et al., 2016).
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Figura 1: Modelo generalizado de osmoadaptacion en haloarqueas que utilizan la estrategia salt-
in. Durante un choque hiperosmético (osmotic upshock), el potasio es importado a través de los
transportadores de membrana tipo simporte TrK H*/K*, y el sodio es expulsado utilizando una
combinacion del transportador tipo antiporte NhaC H*/Na* y/o antiporte YrbG Ca?*/Na*. Durante
una disminucién repentina de la osmolaridad (osmotic downshock), el exceso de potasio se
elimina mediante una combinacion de antiportes Kef H*/K* y el canal MscS. Modificado de Becker
etal., 2014

2.4. Solutos compatibles (Salt-out)

En eucariotas, particularmente en S. cerevisiae, también se han reportado diferentes
transportadores para la exclusion de iones Na* como el simportador de fosfato
inorganico, las Ena Na+-ATPasas y el portador Nha1 Na+/H+, y Trk1 y Trk2 para
absorcion de K+ (Arino et al., 2010). Aunque es bien conocido que la estrategia principal
en organismos eucariotas es la acumulacion de moléculas organicas como solutos
compatibles (Gunde-Cimerman et al., 2018).

La acumulacidon de solutos compatibles es una estrategia que utilizan los organismos
para compensar la pérdida de agua. Estos se consideran compatibles debido a que son
inertes respecto a los procesos que llevan a cabo las células, ademas de su funcion para
remplazar el agua y/o revertir el gradiente osmaético y conducir el agua de regreso al
interior de las células (Hohmann, 2015). Los solutos compatibles también pueden
proteger a las proteinas y organelos intracelulares contra los efectos inhibidores
provocados por el cambio de la fuerza idnica intracelular y la disponibilidad de agua
(Welsh,2000)

Los solutos compatibles pueden ser sintetizados por la célula o transportados al interior
desde el medio de crecimiento por diversos transportadores de membrana. Estos se
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dividen en tres categorias quimicas generales: (i) solutos zwitteridnicos, son moléculas
derivadas de aminoacidos que poseen simultaneamente cargas positivas y negativas en
distintos grupos funcionales pero que en conjunto son de carga neutra. Entre este tipo
de solitos se encuentran la betaina, ectoina e hidroxiectoina, entre otros. (ii) solutos no
cargados, estos son moléculas que carecen de cargas formales como la trehalosa,
sacarosa, glicerol, entre otros. (iii) solutos aniénicos, son aquellas moléculas que poseen
carga negativa como el B-glutamato, B-hidroxibutiraro y derivados, entre otros (Roberts,
2005).

Transporte no
especifico (iones y
compuestos organicos)

Importacién de
solutos compatibles

Sintesis de
solutos

compatibles
H20 Solutos compatibles P

K+

Na*
K+

Figura 2: Estrategia de salt-out en respuesta al estrés osmético agudo. La fase inicial implica la
importacion celular de potasio (K*). Posteriormente, en la segunda fase, se produce la
importacion o sintesis de novo de solutos compatibles, acompafiada de la exclusion de sodio
(Na*) y potasio (K*) del citoplasma. Las células también poseen sistemas de eflujo para solutos
compatibles y canales mecanosensibles (Msc) que actuan como valvulas de seguridad para la
liberacion rapida de iones y solutos organicos ante choques osmaéticos descendentes repentinos.
Modificado de Bonnaud et al., 2024

Los solutos compatibles varian segun el tipo de organismo. En bacterias, se encuentran
principalmente sacarosa, trehalosa, ectoina, glicina y glutamato; en actinomicetos,
ectoina, trehalosa y prolina; en levaduras, glicerol, arabitol y trehalosa; y en hongos,
predomina el glicerol (Welsh, 2000; Gunde-Cimerman et al., 2018).

La acumulacion y sintesis de glicerol esta controlada principalmente por la via de HOG,
una via de sefalizacion de proteinas MAP quinasas (MAPK) utilizada por los eucariotas
para transmitir sefiales como consecuencia de un estrés osmoético (Zi et al., 2010).



2.5. Viade HOG y su papel en la adaptacion a estrés osmoético

La via HOG es una de las rutas de sefalizacion mejor estudiadas y caracterizadas en
organismos eucariotas. Esta via esta mediada por una cascada de MAP quinasas
(Mitogen-Activated Protein Kinases, MAPK), las cuales son unidades de sefializacion
conservadas evolutivamente que participan en diversas vias de transducciéon de senales
intracelulares. Cada cascada de MAPK esta compuesta por tres quinasas que se activan
de forma secuencial mediante fosforilaciones sucesivas (Che et al., 2001).

En la via HOG, la quinasa principal es Hog1, una proteina descubierta en levaduras que
regula la respuesta adaptativa al estrés osmaético. Esta quinasa ha sido identificada como
un componente central de las vias SAPK (Stress-Activated Protein Kinase), un conjunto
de proteinas involucradas en la deteccion y respuesta a cambios ambientales
potencialmente dafinos para las células (Brewster & Gustin, 2014).

La activacién de la via de HOG ocurre a través de dos ramas de sefalizacion distintas,
denominadas SIn1 y Sho1. El mddulo inicial en ambas ramas esta compuesto por una
MAP quinasa-quinasa-quinasa (MAPKKK), esta se activa por fosforilaciéon de una
quinasa rio arriba o por unién de una proteina activadora. La rama SiIn1 activa las dos
MAPKKK redundantes Ssk2 y Ssk22, mientras que la rama Sho1 activa a Ste11. Ambas
ramas convergen en una quinasa comun, Pbs2 (MAPKK), que es el activador especifico
de Hog1 (MAPK) (Saito & Posas, 2012).

Hyperosmotic stress

L 4
I Sn1 N Sho1 Jll Msb2/Hkr1 il Opy2 il
‘ \ J

(Ssk1]
.
[ Ste11 ] Ste50 )

Y ¢

-
()

@S =2 <
N

=

4
(5ko) SLTI
el

Cell wall Osmo-adaptive
biogenesis responses

Figura 3: Diagrama esquematico de la via HOG en S. cerevisiae. Los nombres de las proteinas
funcionalmente redundantes estan separados por un /. La barra horizontal negra representa la
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membrana plasmatica. Las flechas indican activacién, mientras que las barras en forma de T
representan inhibicién. Tomado de Saito & Posas, 2012.

Ante un choque osmatico, Hog1 se activa y se transloca al nucleo, donde regula la
expresion de genes osmoresponsivos, ya sea directamente o mediante factores de
transcripcion como Msn2/4, Hot1, Smp1 y Sko1 (Bai et al., 2015). Una respuesta clave
mediada por Hog1 es la acumulacion de glicerol, que implica la induccion de genes como
GPD1/GPD2 (codifican glicerol-3-fosfato deshidrogenasas), GPH1 (glucégeno
fosforilasa) y TDH1 (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa isoenzima 1), todos ellos
involucrados en el metabolismo de azucares. En condiciones de baja glucosa, las
levaduras canalizan estos azucares hacia la via HOG, lo que les permite hacer frente a
la elevada osmolaridad (Shen et al., 2022).

Ademas de inducir la transcripcion, Hog1 regula otros procesos moleculares como la
remodelacion de la cromatina, el reclutamiento de la RNA polimerasa |l, asi como la
elongacién y exportacion nuclear del RNAm. Asimismo, durante el estrés osmotico, Hog1
fosforila diversas proteinas citoplasmaticas, entre ellas canales de hierro, la
aquaglicerolporina Fps1, la quinasa Rck2 y otras proteinas involucradas en multiples
funciones celulares (Yaakoub et al., 2022).

La via de HOG también puede activarse por tensiones no osmoéticas tales como el estrés
por frio, estrés por calor, hipoxia, acido acético, pH bajo, entre otros. En estos casos, la
activacion de Hog1 suele ser moderada y con una cinética de fosforilaciéon distinta, y
generalmente, solo una de las dos ramas esta implicada en la activacion (Saito & Posas,
2012). Este tipo de regulacion ha sido ampliamente descrito en S. cerevisiae y en
levaduras haldéfilas como Hortaea werneckii (GostinCar et al., 2011; Lenassi et al., 2013)
y Debaryomyces hansenii (Sanchez et al., 2020), asi como en hongos filamentosos
modelo como Aspergillus nidulans (Lara-Rojas et al., 2011) y Aspergillus fumigatus
(Furukawa et al., 2005), donde Hog1 participa en la respuesta a diversos tipos de estrés
ambiental mas alla de la osmoadaptacion. Sin embargo, aun es limitado el conocimiento
sobre la regulacion de Hog1 en otros hongos, particularmente en aquellos con relevancia
agricola.

2.6. Hongos del género Trichoderma como modelo de estudio

Dentro del género Trichoderma se ubican hongos saprofitos de amplia distribucion
geografica que frecuentemente establecen relaciones endofiticas con plantas lefiosas.
Este género alberga una notable diversidad de especies que poseen un elevado
potencial biotecnoldgico. Especificamente, se han empleado especies como T.
harzianum, T. virens, T. hamatum, T. gamsii, T. asperelloides y T. atroviride aplicaciones
que abarcan la produccion de enzimas hidroliticas, las cuales descomponen
carbohidratos tales como celulosa, hemicelulosas y quitina, en la produccion de enzimas
para la industria de la pulpa y el papel, en la produccion de fitohormonas para estimular
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el crecimiento de las plantas y algunos antibacterianos, ademas de tener la capacidad
de ser agentes de control biolégico frente a organismos fitopatdégenos (Jaklitsch, 2009).

Diversas cepas de Trichoderma spp. establecen interacciones simbidticas con plantas,
desencadenando una serie de respuestas beneficiosas. Estas respuestas incluyen la
estimulacién de los mecanismos de defensa de las plantas, la promocion del desarrollo
radicular, el estimulo del crecimiento vegetal, la activacion de la germinacion de semillas,
la mejora en la disponibilidad y absorcion de nutrientes, y la resistencia mejorada frente
a condiciones de estrés abidtico, entre otros efectos positivos (Nicolas et al., 2014).

La mayoria de las especies de Trichoderma han sido aisladas como saprofitos del suelo,
aunque también se han reportado algunas especies que se encuentran como endofitos
en plantas o provenientes de ecosistemas acuaticos. Tradicionalmente, la identificacion
de estas especies se realizaba mediante estudios morfoldgicos; sin embargo, debido a
la alta similitud entre ellas, se ha recurrido al analisis de secuencias de DNA como un
método mas rapido y preciso para su identificacion (Zheng et al., 2021).

Trichoderma atroviride es un micoparasito necrotrofico que antagoniza y se alimenta de
una amplia gama de fitopatégenos fungicos, ademas es una de las especies que actua
beneficiosamente sobre las plantas al mejorar el crecimiento de raices y brotes e inducir
resistencia sistémica (Speckbacher et al., 2020). En estudios recientes, se ha reportado
que Trichoderma induce tolerancia contra el estrés abiético provocado por factores como
la salinidad, la sequia, la acumulacion de metales pesados y temperaturas extremas,
ademas de mejorar el crecimiento en diferentes cultivos como el de rabano, pepino,
calabaza, entre otros. Estas acciones benéficas para las plantas se dan debido a los
compuestos que producen estas especies como las auxinas, giberelinas, enzimas
vegetales, antioxidantes y fenoles (Hidangmayum & Dwivedi, 2018).

Algunos efectos que brindan los hongos a las plantas que habitan en suelos con alto
contenido de sales es mejorar la capacidad para modular la expresion génica de la planta
huésped para modificar su fenotipo con el fin de mejorar la tolerancia a la salinidad del
suelo. Un ejemplo de esto es la expresion de las proteinas NHX, involucradas en el
mantenimiento de la turgencia celular a través del control del equilibrio idnico (Otlewska
et al., 2020).

En diversos estudios se ha reportado el uso de cepas de Trichoderma para mitigar los
efectos de la salinidad en plantas. Por ejemplo, se ha demostrado que T. atroviride puede
contrarrestar los efectos adversos del estrés salino y promover el crecimiento,
particularmente a nivel radicular, en cultivos como pepino, donde se ha observado un
incremento en biomasa y una disminucion en la severidad de enfermedades bajo
condiciones de NaCl (Zhang et al., 2022). De manera similar, otras especies del género
han mostrado la capacidad de mejorar la tolerancia al estrés salino mediante la activaciéon
de sistemas antioxidantes, la regulacion del balance osmdético y la modulacion de
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respuestas fisiologicas en plantas (Santoyo et al., 2024). A nivel molecular, estos efectos
han sido asociados con la participacion de rutas de sefalizacion conservadas como la
via HOG. En especies como T. atroviride y T. reesei, el estudio de ortélogos de Hog1,
como Tmk3, mediante la generacion de mutantes knockout del gen y analisis de
expresion génica, ha permitido evidenciar su papel en la respuesta a estrés osmatico,
oxidativo y otros estimulos ambientales, asi como en procesos de desarrollo y adaptacion
(Schmoll et al., 2010; Druzhinina et al., 2011). Asimismo, el uso de herramientas como
analisis transcriptdmicos y evaluacion de la activacion de MAP quinasas ha sido clave
para dilucidar la regulacion de estas rutas en Trichoderma (Li et al., 2021; Atanasova et
al., 2023). No obstante, a pesar de estos avances, resulta necesario complementar estos
enfoques mediante estrategias como la complementacion génica en sistemas modelo,
que permitan evaluar directamente la conservacion, funcionalidad y eficiencia de estos
ortdlogos en la respuesta al estrés osmaotico, dada la relevancia agricola de este género
de hongos (Harman et al., 2004; Bischof et al., 2016).

2.7. Complementacion génica como herramienta para el estudio funcional
de genes

Para estudiar los genes y su funcion celular se emplean diversos enfoques, entre ellos
los analisis genéticos, gendmicos y bioquimicos. Uno de los métodos mas valiosos para
el analisis funcional de genes dentro de una via de sefializacién y respuesta a un tipo
especifico de estrés es la complementacion genética. Este enfoque permite restaurar un
fenotipo normal o idéntico al de un organismo no modificado, en mutantes que carecen
de un gen especifico (Hughes, 2013).

Esta herramienta ha demostrado ser valiosa para identificar elementos putativos en
diversos organismos asociados con la via de sefializacion HOG en Saccharomyces
cerevisiae. Si bien su aplicacion presenta ciertas limitaciones debido a la menor
complejidad genética de la levadura. Muchos de los principios basicos que rigen la
regulacion génica como la remodelacién de la cromatina, se encuentran altamente
conservados entre levaduras y organismos eucariotas superiores. Esto abre la
posibilidad de una complementacion funcional efectiva incluso en procesos de regulacién
transcripcional bajo condiciones de estrés (Mehimer et al., 2009).

Este enfoque ha permitido aislar y caracterizar funcionalmente al homélogo de Hog1 de
la levadura en diversos organismos, como el enddfito radicular Piriformospora indica
(Jogawat et al., 2016), la levadura Debaryomyces hansenii (Sanchez et al., 2020), la
levadura dimorfa Yarrowia lipolytica (Rzechonek et al., 2023), Cryptococcus neoformans
(Bahn et al., 2005), entre otros. Ademas, ha sido util para identificar el papel y la
importacia de otros genes pertenecientes a la misma cascada de sefnalizacion en
especies como Wallemia ichthyophaga (Konte et al., 2016) y Kluyveromyces lactis



(Velazquez-Zavala et al., 2016), entre otros. La caracterizacion de estas
complementantes se realiza mediante analisis bioquimicos y moleculares que incluyen
la cuantificacion de solutos compatibles, la evaluacién de la fosforilacion de Hog1, asi
como la induccién de genes blanco asociados a la respuesta osmotica (de Nadal et al.,
2022; Babazadeh et al., 2014). Sin embargo, estos enfoques suelen limitarse a
mediciones en puntos finales o estados estacionarios, por lo que se requiere implementar
estrategias que permitan monitorear cambios en tiempo real de forma no invasiva para
detectar eventos dinamicos tempranos, como el ajuste osmatico inicial, que ocurre en las
primeras etapas de la respuesta al estrés osmético (Zi et al., 2010; Miermont et al., 2011).

2.8. Biosensores como herramienta dinamica para monitorear los efectos del
estrés osmotico

Los biosensores se describen como moléculas o células con la capacidad de identificar
y registrar la presencia de analitos o fendmenos en sistemas bioldgicos en su entorno
circundante. Se han reportado diversos tipos de biosensores aplicados a diferentes
campos como el militar, de atencion médica, el monitoreo ambiental, el control de calidad
en la industria alimentaria y la microbiologia (Banerjee et al., 2021).

Ademas, esta tecnologia permite la cuantificacién en tiempo real de los cambios locales
de iones, sefales intermedias y metabolitos en organismos vivos. Los componentes
fundamentales que componen un biosensor convencional constan de un bioreceptor, que
se define como una molécula de reconocimiento especifico para el analito de interés, un
elemento transductor encargado de la conversion de una forma de energia en una sefal
medible, y un sistema de visualizacion que permite la interpretacion de las sefiales
resultantes en términos numéricos o graficos (Sakiko et al., 2012). Existen diversos tipos
de biosensores, como los biosensores térmicos o calorimétricos, los biosensores
piezoeléctricos, y los biosensores Opticos, en donde se encuentran los biosensores
basados en FRET (Mehrotra, 2016).

2.8.1. Biosensores codificados genéticamente

Un tipo de biosensor optico son los biosensores fluorescentes codificados genéticamente
(GEFB, por sus siglas en inglés), estos se definen como proteinas quiméricas que
pueden expresarse intracelularmente y estan disefiados para monitorear la transduccion
de sefiales. Para los biosensores fluorescentes esto significa convertir las diversas
actividades de sefalizacion (como la concentracion de mensajeros intracelulares,
presencia de compuestos metabdlicos y otros analitos, cambios conformacionales y/o de
actividad de las proteinas de senalizacién) en una o varias sefales fluorescentes
(Greenwald et al., 2018).

10



La fluorescencia es un proceso quimico de dos etapas que implica la absorcién de luz
con longitud de onda corta por un fluoréforo quimico como una proteina o un carotenoide
(excitacion), seguida de la liberacioén de parte de la energia absorbida como luz en una
longitud de onda mas larga (emisidén). En la mayoria de los ejemplos que se han
reportado los objetos se excitan con luz azul o azul/verde, lo que da lugar a una
fluorescencia verde, amarilla o roja (Marshall & Johnsen, 2017).

Los biosensores permiten la visualizacion directa de la actividad de las moléculas de
sefalizacion dentro del contexto celular nativo. Por lo general, los biosensores
fluorescentes codificados genéticamente constan de dos componentes esenciales: una
unidad de biodeteccion y una unidad informativa. La unidad de deteccion es responsable
de detectar los cambios en eventos biologicos objetivo o de interés, mientras que la
unidad informativa es responsable de convertir estos cambios en sefiales medibles. Las
unidades de deteccidon que se utilizan comunmente son derivadas de proteinas
endogenas o secuencias peptidicas sensibles a un evento biolégico como por ejemplo la
fosforilaciéon. La unidad informativa consta de una o mas proteinas fluorescentes (FP, por
sus siglas en inglés) o luciferasas configuradas para traducir cambios inducidos por
sefalizacion en la unidad de deteccion en uno o varios tipos de sefales cuantificables
como intensidad de fluorescencia, intensidad de la transferencia de energia de
resonancia de fluorescencia (FRET), intensidad de la transferencia de energia por
resonancia de bioluminiscencia (BRET) (Zhou et al., 2020).

2.8.2. Biosensores basados en FRET

La transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) es un proceso fisico
dependiente de la distancia, en el que la energia se transfiere de forma no radiativa por
un fluoréforo o por una molécula excitada (donante) a otro fluoréforo (aceptor) mediante
un acoplamiento intermolecular dipolo-dipolo (Hochreiter et al., 2015). La ventaja que
ofrecen los biosensores FRET sobre otro tipo de biosensores es que la biodeteccién se
realiza 6pticamente lo que permite un analisis en células vivas de forma no destructiva 'y
poco invasiva.

Los biosensores basados en FRET se han clasificado de acuerdo con dos criterios que
se enlistan a continuacion.

1. Biosensores FRET de tipo intramolecular: en los fluoréforos donantes y aceptores
estan unidos a la misma molécula por lo que los cambios conformacionales en la
molécula inducen cambios FRET.

2. Biosensores FRET de tipo intermolecular: en el que los fluoréforos donantes y
aceptores se fusionan con diferentes moléculas y los cambios FRET ocurren cuando las
moléculas independientes se acercan mucho (Figura 4).
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En los biosensores fluorescentes basados en FRET la clave es la eleccion de los pares
de fluoréforos o proteinas fluorescentes (aceptor y donante) para obtener un rendimiento
optimo en células vivas (Bajar et al., 2016).

Biosensor FRET intramolecular Biosensor FRET intermolecular

Donador Dominios de deteccion Aceptor
1 Enlazadores
Figura 4: Esquema de los tipos de biosensores basados en FRET. Los biosensores
intramoleculares contienen un fluoréforo donador y uno aceptor unidos en una misma proteina
mediante dominios sensoriales y secuencias enlazadoras, donde cambios conformacionales
modifican la eficiencia de transferencia de energia. En los biosensores intermoleculares, la sefal

FRET depende de la interaccion entre moléculas independientes que aproximan ambos
fluoréforos. Modificada de Bajar et al., 2016
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3. Antecedentes

El laboratorio de Biologia Molecular de Hongos esta interesado en aislar cepas de
hongos que crecen en ambientes extremos. Previamente se evalud la tolerancia de
Trichoderma atroviride 'y Trichoderma tlahuicanensis (una nueva especie de
Trichoderma, aislada a partir de una milpa en el Estado de Morelos), frente a estrés
osmoético inducido por NaCl y sorbitol, (Rebolledo-Salgado, 2022; Iza-Arteaga et al.,
2025). Los resultados indican que T. atroviride es mas sensible a estos agentes
osmaticos a partir de una concentracion de 1 M, en comparacion con T. tlahuicanensis,
lo que sugiere que esta cepa se ha adaptado mejor al estrés osmoético. Estas diferencias
apuntan a la posible participacion de mecanismos moleculares asociados a la respuesta
osmatica, entre ellos la via de HOG, en la cual la proteina Tmk3, homologa de Hog1,
desemperfia un papel relevante. Por ello, resulta de gran interés investigar si el gen tmk3
puede complementar a la cepa de S. cerevisiae hog1A y si esta le confiere mayor
tolerancia osmotica, como se ha demostrado en otros hongos haléfilos, como W.
ichthyophaga, donde uno de los ortélogos de Hog1 restaura la funcién en mutantes de
levadura y aumenta la tolerancia a altas concentraciones de sal (Konte & Plemenitas,
2013).
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Figura 5: Cinética de crecimiento de T. atroviride y T. tlahuicanensis en medio solido con
diferentes concentraciones de NaCl o sorbitol.

De manera complementaria, el desarrollo de herramientas moleculares que permiten
monitorear en tiempo real la respuesta celular al estrés osmdético contribuye a una mejor
comprensidén de los mecanismos involucrados en este proceso. En 2021, Cuevas-
Velazquez y colaboradores desarrollaron al biosensor SED1 (sensor que expresa a la
proteina desordenada), basado en FRET, con el fin de monitorear los efectos del estrés
osmatico en células vivas. Este utiliza a la proteina AtLEA4-5 como dominio de deteccion,
la cual pertenece al grupo de proteinas abundantes de embriogénesis tardia (LEA) de
Arabidopsis thaliana, las que generalmente tienen una estructura desordenada

En respuesta a la alta osmolaridad celular, AtLEA4-5 forma estructuras a-hélice en su
extremo N-terminal, mientras que el extremo C-terminal permanece desordenado, la cual
esta flanqueada por las proteinas fluorescentes mCerulean3 (donador) y Citrine (aceptor)
para generar un biosensor basado en FRET. Para probar la eficacia de este, se indujo el
incremente en el hacinamiento macromolecular intracelular utilizando diversas
soluciones quimicas in vivo, lo que resultd en la compactacién de la proteina LEA.
Ademas, se evalud la respuesta del biosensor en cepas mutantes de Hog1 y Pbs2
(componentes de la via de HOG) de S. cerevisiae. Los resultados demostraron una
mayor relacion de FRET en las cepas mutantes de Hog1 y Pbs2 comparadas con la cepa
silvestre cuando estas se someten a un choque osmotico con concentraciones menores
de 1M de NaCl, lo que sugiere una mayor sensibilidad al estrés hiperosmético en las
lineas mutantes.
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Con el objetivo de determinar si el biosensor SED1 expresado en los organismos
halotolerantes T. atroviride y T. tlahuicanensis responde al hacinamiento molecular
inducido por estrés hiperosmaético de manera comparable a lo observado en levadura, se
generaron cepas transformadas con el biosensor para posteriormente determinar la
respuesta de este frente a las condiciones mencionadas previamente.

4. Justificacion

El monitoreo de los cambios en la presion osmatica es fundamental para comprender los
mecanismos mediante los cuales las células perciben, responden y se adaptan a
variaciones ambientales. Dada la relevancia de los hongos del género Trichoderma en la
industria biotecnolégica, resulta necesario evaluar si los genes ortdlogos a hog1 son
capaces de complementar la funcion del gen silvestre en levadura, e incluso determinar
si confieren una mayor halotolerancia. Esto constituye una primera aproximacion para
comprender los mecanismos que permiten, en particular, a T. tlahuicanensis tolerar
mayores concentraciones de NaCl. Si bien se han descrito diferencias en la tolerancia al
estrés osmatico entre especies de Trichoderma, las metodologias tradicionales limitan el
analisis dinamico de estas respuestas. En este contexto, el uso del biosensor SED1,
basado en FRET, permite monitorear en tiempo real las fluctuaciones osmoticas
intracelulares.

5. Hipétesis

El gen tmk3 de T. tlahuicanensis es capaz de complementar la funcion de hog71 en S.
cerevisiae hog1A, restaurando la respuesta frente al estrés osmatico

6. Objetivos
6.1. Objetivo general

Evaluar la complementacion funcional del gen tmk3 de T. tlahuicanensis en una cepa
mutante hog71A de S. cerevisiae bajo condiciones de estrés osmaotico

6.2. Objetivos especificos

e Generar las lineas complementantes del gen hog? en Saccharomyces cerevisiae
hog1A, incorporando el gen tmk3 de T. tlahuicanensis para evaluar su
funcionalidad en la via de HOG.

e Comparar la respuesta a estrés salino de la cepa complementante de Hog1 en S.
cerevisiae hog1A con el gen tmk3 de T. tlahuicanensis y la enddégena de la
levadura, a través de la evaluacion de tolerancia a estrés osmotico.
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e Generar las lineas sobreexpresantes del biosensor SED1 en Trichoderma
atroviride y Trichoderma tlahuicanensis.

e Determinar el encendido del biosensor SED1 mediante un choque hiperosméticos
en las dos cepas de Trichoderma.

7. Materiales y métodos

7.1. Materiales

7.1.1. Cepas utilizadas

Saccharomyces cerevisiae BY4742 (MATa, his3A1, leu2A0, lys2A0, ura3A0)

Saccharomyces cerevisiae BY4742 hog1A (MATa, his3A1, leu2A0, lys2A0, ura3A0,
hog1A::kanMX)

Escherichia coli TOP10 (F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZ M15 lacX74 recA1 ara
139 (ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG)

Trichoderma atroviride IMI 206040 (GenBank Assembly: GCA_019297715.1)

Trichoderma tlahuicanensis BMH-0061 (GenBank Assembly: GCA 030015385.1)
7.1.2. Medios de cultivo

Papa Dextrosa Agar (PDA): 0.4 % extracto de papa, 2% de dextrosa y 1.5% de agar

bacterioldgico.

Agar extracto de Malta (MEA): 0.3% extracto de malta, 1.5% agar bacterioldgico.

Agar YPD: 1% extracto de levadura, 2% bactopeptona, 2% dextrosa y 1.5% agar
bacteriologico.

Yeast Nitrogen Base (YNB): 6.7% YNB, 2% glucosa o galactosa, segun se necesite,
1.5% agar bacteriologico.

Medio sintético de levadura sin uracilo (SD-ura): 6.7% medio, 2% galactosa
Luria-Bertani (LB): 1% peptona, 0.5% extracto de levadura, 1% NaCl

7.1.3. Antibiéticos y aminoacidos

Cloranfenicol 50 ug/mL
Ampicilina: 50 pyg/mL — 100 pg/mL
Higromicina: 100-150 pug/mL
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L-histidina: 20 pg/mL
L-metionina: 40 pg/mL
L-leucina: 20 pg/mL

7.2. Métodos experimentales

7.2.1. Generacion de las lineas complementantes de S. cerevisiae hog1A

con el gen ortélogo de T. tlahuicanensis y el gen nativo de levadura.

Para complementar la delecién del gen hog1 en S. cerevisiae BY4742 hog1A, se
generaron dos construcciones usando el vector pYES2 (Invitrogen), uno que se le inserta
el gen tmk3 de T. tlahuicanensis, y en la otra, el gen hog1 nativo de S. cerevisiae, el
plasmido contiene el promotor GAL1 y el terminador CYC1, permitiendo la expresion
regulada en levadura.

La construccion que contiene el ORF de TMKS3 se obtuvo a partir de RNA total, el cual
fue extraido mediante el método de TRIzol. Posteriormente, se sintetizdé el cDNA
utilizando el kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific, #K1621),
siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ORF fue amplificado por PCR empleando
oligonucleétidos especificos: forward FwTmk3TtEcoRI 5'-
TATTTGAATTCATGGCCGAGTTTGTGCGTG C-3' y reverse RvImk3TtXbal 5'-
GTCTCTAGACTATTGTGTGGCTATTGTGTGGGGAATTGCTCC-3’, los cuales incluyen
los sitios de restriccion EcoRl y Xbal (sefalado en rojo), respectivamente, con el objetivo
de facilitar su posterior insercion en el vector.

Tanto el vector pYES2 como el inserto fueron sometidos a una doble digestién con las
enzimas de restriccion EcoRl y Xbal, seguida de su purificacion. El vector digerido se
purific6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % y posterior extraccién de la
banda correspondiente utilizando el kit GeneJET Gel Extraction (Thermo Scientific,
#K0691, #K0692). Por su parte, el inserto digerido se purificé empleando el kit DNA Clean
& Concentrator (Zymo Research, #D4005). Finalmente, la ligacién del inserto al vector
se llevé a cabo utilizando la enzima T4 DNA Ligase (Thermo Scientific, #£EL0011),
incubando la reacciéon a 20 °C durante toda la noche; posteriormente, la enzima se
inactivo a 65 °C por 10 minutos.

La construccion recombinante se transformé en células quimicamente competentes de
E. coli TOP10 (Anexo 1), y las colonias transformadas fueron seleccionadas en placas
de medio LB suplementado con ampicilina (50 pg/mL).

En paralelo, se generd una segunda construcciéon que contendra al gen HOG1 de la cepa
de referencia S. cerevisiae BY4742. En este caso, la secuencia codificante se amplifico
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a partir de DNA genomico, ya que el gen carece de intrones. Para esta construccion se
utilizaron los siguientes cebadores: forward FwHog1ScBamHI| 5-AATCGGATCCATGAC
CACTAACGAGGAATTC-3 y reverso RvHog1ScXbal 5'-
ATACTCTAGATTACTGTTGGAACTCATTAG-3’, con los sitios de restriccion BamH| y
Xbal, respectivamente. Esta construccion se utilizO6 como control para validar la
funcionalidad del sistema de expresion inducible bajo el promotor GAL1 (Figura 6b).

o ori

GALY promoter

0
PYES2-tmk3-Tt PYES2-HOG1-Sc
6947 bp N 7094 bp

GAL1  ORF tmk3Tt cyct GAL1  ORF Hog1Sc cyct

, . - -~~~ I\~ ~— -~

s PN [(ENE _|____I [

EcoRl Xbal BamHI Xbal

Figura 6: Construcciones genéticas para obtener el DNA recombinante a) del marco de lectura
del gen TMK3 de T. tlahuicanensis y b) del HOG1 nativo en S. cerevisiae hog1A, bajo el promotor
GAL1 y el terminador CYC1.

Posteriormente, se realizé la transformacion de ambas construcciones en la cepa S.
cerevisiae hog1A utilizando el protocolo de transformacion de acetato de litio (Anexo. 2),
y para la seleccion de las colonias positivas se utilizé el marcador de auxotrofia URAS.
Una vez que se obtuvieron las cepas complementantes S. cerevisiae
hog1A+pYES2:TtTmk3 y S. cerevisiae hog1A+pYES2:ScHog1 se realizaron los ensayos
de osmotolerancia mediante su crecimiento en YNB suplementado con aminoacidos
(YNB+AA) y medio sintético SD -uracilo, segun sea el caso, suplementados con
diferentes concentraciones de NaCl (0, 0.5M, 0.75M, 1M), KCI (0, 0.5M, 0.75M, 1M) y
Sorbitol (0, 0.5M, 0.75M, 1M, 1.5M y 2M).

Como controles experimentales, las cepas S. cerevisiae WT BY4742 y S. cerevisiae
BY4742 hog1A también fueron transformadas con el plasmido vacio pYES2 y evaluadas
bajo las mismas condiciones de cultivo. Estas se verificaron por PCR amplificando el
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promotor GAL1 de 472 pb con los oligos GAL promotor Hog1C fwd: 5
ctatagaacgcggccgccagCGGATTAGAAGCCGCCGAG 3, y el reverso GAL
promotor_Hog1C _rev: 5’ attccgccatCTCCTTGACGTTAAAGTATAGAGGTATATTAAC 3'.

7.2.2. Evaluacién de Ila funcidbn osmorreguladora de las cepas

complementantes en S. cerevisiae hog1A mediante inducciéon con galactosa

Las cepas se cultivaron inicialmente en medio YNB con 2% de glucosa como fuente de
carbono suplementado con los aminoacidos L-histidina, L-leucina y L-metionina a la
concentracion adecuada (Seccidén 7.1.3. Antibidticos y aminoacidos), y se incubaron a
30 °C con agitacion a 250 rpm hasta alcanzar una densidad 6ptica a 600 nm (O.D.s00) de
0.3-0.5.

Para inducir la expresion de los genes bajo el promotor GAL1, las células se recolectaron
por centrifugaciéon a 4,000 rpm durante 5 minutos, se lavaron dos veces con PBS 1X
estéril y se resuspendieron en 10 mL de medio YNB+AA con 2% de galactosa como unica
fuente de carbono. Los cultivos se incubaron a 30 °C con agitacién a 250 rpm durante 6
horas, periodo tras el cual se realizo la evaluacion de la respuesta al estrés osmotico.

Una vez inducida la expresion génica con galactosa, se ajusté la densidad optica de cada
cultivo a O.D.soo0 = 0.5, y se prepararon diluciones seriadas 1:10 hasta una dilucion final
de 10. De cada dilucién se sembraron 3 uL sobre placas de agar YNB+AA con 2% de
galactosa, suplementadas con NaCl, Sorbitol y KCI hasta una concentracion final de 1
M, como agentes inductores de estrés osmatico.

Las placas se incubaron a 30°C durante 48-72 horas, y se evalu6 el crecimiento
comparativo entre cepas para determinar la capacidad de respuesta y tolerancia
osmodtica.

7.2.3. Evaluacién de crecimiento en cultivo liquido mediante cinéticas bajo

condiciones de estrés osmotico

Se seleccion6 una colonia proveniente del medio selectivo de cada una de las cepas
complementantes junto con la cepa WT y hog1A, se inocularon en 5 mL de medio
selectivo SD-ura suplementado con 2% de galactosa como fuente de carbono, y se
incubaron a 30 °C bajo agitacion de 250 rpm durante la noche. Posteriormente, los
cultivos fueron diluidos en medio fresco SD-ura con 2% de galactosa hasta alcanzar una
densidad o6ptica inicial de ODesoo = 0.3, en un volumen final de 30 mL, y se incubaron
nuevamente en las mismas condiciones.

El crecimiento celular fue monitoreado hasta alcanzar una fase exponencial media ODeoo
entre 0.5 y 0.8. Posteriormente, las células fueron centrifugadas a 4000 rpm durante 5
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minutos y el pellet celular fue lavado con agua destilada estéril, los lavados se repitieron
3 veces. Finalmente, el pellet se resuspendié en medio SD-ura con 2% de galactosa y a
partir de este punto, los cultivos fueron utilizados directamente para las cinéticas de
crecimiento bajo las distintas condiciones de estrés osmotico evaluadas.

Las cinéticas se llevaron a cabo en placas de 96 pozos a un volumen final de 200 pl,
partiendo de una O.D.s00 de 0.05, se incubaron a 30°C a 200 rpm durante 24 hrs. Cada
cepa evaluada se evalué por triplicado (Modificado de Szymanski, & Kersc, 2013).

7.2.4. Generacion de lineas transgénicas de T. atroviride:pUE10:SED1 y T.

tlahuicanensis: pUE10:SED1

Se gener6 una linea transgénica de T. atroviride y T. tlahuicanensis que contiene el
biosensor SED1 para utilizarlo como fondo genético en posteriores experimentos. Se
utilizé esta construccion pUE10:SED1 (SED1: mCerulean3:AtLea4-5:Citrine) para la
transformacién de ambos hongos. Este vector contiene al promotor constitutivo pki1
(piruvato quinasa) y el terminador blu17 de T. atroviride (Figura 7). La transformacién se
realizé por el método de electroporacion de conidias siguiendo el protocolo descrito en
el Anexo 5. La identificacidén de las colonias transformadas se llevé a cabo por medio de
microscopia de fluorescencia y por PCR de colonia. De las transformantes obtenidas se
hicieron tres pases monosporicos para obtener lineas transformantes homogéneas.

Ks p!m&

PUE10SED1
8809 bp

38 IND1IM
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Figura 7: Construccion del vector pUE10:SED1 para la expresion del biosensor SED1 en T.
atroviride. El vector contiene al promotor constitutivo pkil de T. reesei (piruvato quinasa) y el
terminador blul7, flanqueada por una regién homologa al genoma de T. atroviride.

7.2.5. Anadlisis de la respuesta del biosensor SED1 en T. atroviride+pUE10:SED1

y T. tlahuicanensis+pUE10:SED1 inducido por choque osmético

Para la preparacién de los conidios de Trichoderma+pUE10:SED1 para los ensayos
FRET. Se inocularon 10,000 conidios de Trichoderma atroviride o T. tlahuicanensis
transformadas con el plasmido pUE10:SED1 en 10 mL de medio liquido PDB (potato
dextrose broth). Estas se incubaron a 28 °C con agitacion constante a 180 rpm durante
10 horas. Transcurrido este tiempo, se observé al microscopio Optico para verificar que
las conidias se encuentren en la etapa de germinula. Entonces, se procedio a centrifugar
el cultivo a 4000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se
retir6 cuidadosamente con micropipeta y la pastilla celular se resuspendié en 1 mL de
tampén MES 50 mM, pH 6. Posteriormente, se realizé una nueva centrifugaciéon en las
mismas condiciones, se descartd el sobrenadante y se repitid el lavado una vez mas.
Finalmente, las células se resuspendieron en 1 mL del mismo tampén MES y se
mantuvieron a temperatura ambiente hasta el momento de la lectura.

Una vez tratadas las células, se colocan 50 uL de la suspension celular en placas de 96
pocillos, por triplicado, en los que previamente se afiaden 200 uL de las soluciones que
contienen NaCl y sorbitol en concentraciones crecientes de 0, 0.5, 0.75y 1 M.

Las lecturas se realizan utilizando un lector de microplacas usando las longitudes de
onda correspondientes para cada proteina fluorescente, empleando placas de 96 pocillos
con fondo plano. La medicion se configura para registrar la intensidad de fluorescencia
(F1) en modo espectral. El escaneo se realiza a lo largo de 91 puntos de longitud de onda,
con una excitacion centrada en 433 nm y un ancho de banda de excitacion de 10 nm. La
emision se mide entre 460 y 550 nm, con incrementos de 1 nm y un ancho de banda de
10 nm. La altura focal se ajusta automaticamente, estableciendo una referencia de 5 mm.
La longitud de onda utilizada para el ajuste de ganancia es de 490 nm. El tiempo de
estabilizacion se configura en 0.1 segundos, y la lectura se realiza de manera
unidireccional, de izquierda a derecha y de arriba hacia abajo. La ganancia se ajusta
manualmente en cada ensayo utilizando el pocillo que presenta la mayor intensidad de
fluorescencia. (Enriquez-Toledo et al., 2024).
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8. Resultados
8.1. Identificacion del gen ortélogo de hog7 en especies de Trichoderma

Con el objetivo de identificar el gen ortélogo de HOG1 en especies del género
Trichoderma, se descargaron los genomas completos de T. atroviride IMI 206040 y T.
tlahuicanensis BMH-0061 de la base de datos NCBI. A partir de estas secuencias
gendmicas, se realizé la prediccion de regiones codificantes y de las secuencias de
aminoacidos correspondientes utilizando el servidor AUGUSTUS (Bioinformatics \Web
Server - University of Greifswald). A partir del conjunto total de secuencias codificantes
predichas, se realizo la busqueda de genes ortdlogos de HOG1, y se encontré que sélo
hay una Unica secuencia en cada genoma con un E-value reportado como 1E-'%, o que
indica una similitud significativa. En T. tlahuicanensis, la secuencia predicha corresponde
a un gen de 1696 pb, de 9 exones separados por 8 intrones, cuyo ORF codifica una
proteina de 356 aminoacidos. En el caso de T. atroviride, se identificd un gen de 1746
pb, con la misma organizacion exén/intron, y que codifica una proteina de 357
aminoacidos. Estos resultados concuerdan con lo reportado previamente para Tmk3 en
T. atroviride y con otros ortdlogos de Hog1 descritos en especies del género Trichoderma
(Esquivel-Naranjo et al., 2016; Delgado-Jarana et al., 2006).
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Figura 8: Alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de HOG1 de S. cerevisiae y
de las proteinas TMK3 de T. atroviride, T. tlahuicanensis y otras especies del género Trichoderma.
El alineamiento se realizé con el algoritmo MUSCLE y se visualizé en Jalview. Se indican las
regiones conservadas correspondientes al sitio de union a ATP, el bucle de activacion con el
motivo TGY, el dominio catalitico de serina/treonina quinasa y el motivo de autofosforilacién. Las
barras inferiores representan los niveles de conservacion y calidad del alineamiento.

Finalmente, con el fin de evaluar el grado de conservacion de las proteinas, se realizd
un alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de Tmk3 de T. atroviride
(TaTmk3) y T. tlahuicanensis (TtTmk3), junto con la secuencia de Hog1 de S. cerevisiae
y con ortélogos a Hog1 de otras especies del género Trichoderma previamente descritas
(Figura 8). El analisis de identidad por pares realizado en Jalview mostré que la proteina
TtTmk3 comparte un 79.78 % de identidad con Hog1 de S. cerevisiae, mientras que
TaTmk3 presenté un 79.74 % de identidad. El alineamiento reveld una alta conservaciéon
en regiones funcionales caracteristicas de las MAP quinasas (MAPK), incluyendo el sitio
de union a ATP, el sitio catalitico y el motivo de activacion TGY, lo que respalda la
identificacion de Tmk3 como el ortélogo de Hog1 en las especies de Trichoderma
analizadas.
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8.2. Generaciéon de la linea complementante de Hog1 de S. cerevisiae
hog1A con el ortélogo de T. tlahuicanensis

Para generar la construccién que contiene el ORF del gen tmk3 de T. tlahuicanensis en
el vector pYES2, se obtuvo RNA total a partir de micelio cultivado en medio PDB. La
extraccion con Trizol permitié obtener RNA integro, lo cual fue corroborado mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1 %. (Figura 9).

28S rRNA

18S rRNA

Figura 9: Integridad del RNA total purificado. La purificacion se realizé por cuadruplicado, y se
observan en todas las muestras las bandas correspondientes a los RNA ribosomales 28S y 18S,
que se visualiza en la electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

A partir del RNA total obtenido se realiz6 la sintesis de DNA complementario (cDNA).
Previamente, el RNA fue tratado con DNAsa (100 pg/mL) con el fin de eliminar posibles
contaminaciones con DNA gendmico. Posteriormente, se empled 1 ug de RNA como
molde para la sintesis del cDNA. A partir del cDNA generado, se llevé a cabo la
amplificacion del marco abierto de lectura (ORF) del gen tmk3 mediante PCR, utilizando
los oligonucledtidos FWTmk3TtEcoRIl y RvTmk3TtXbal (descritos en la seccién 7.2.1). La
reaccion de amplificacion se realizd bajo las condiciones previamente establecidas,
consistentes en una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 minutos, seguida de 30
ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 30 segundos, alineamiento a 61 °C por 30
segundos y extension a 72 °C por 45 segundos, concluyendo con una extension final a
72 °C durante 5 minutos (Figura 10).
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Figura 10: (a) Esquema de la estructura génica de tmk3 y del transcrito derivado de cDNA,
indicando la ubicacion de los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion del ORF. (b)
Amplicones obtenidos del ORF de tmk3 de T. tlahuicanensis a partir de DNA gendémico (1,696
pb) y cDNA sintetizado (1,136 pb). Se realizaron tres reacciones: la primera como control positivo
utilizando DNA gendémico como molde y la segunda utilizando cDNA total. MPM: Marcador de
peso molecular Thermo Scientific 1 kb.

Una vez obtenido el amplicén correspondiente al ORF del gen tmk3, se repitid la
amplificacion utilizando la enzima VeriFi Polymerase (PCR Biosystems, N° Cat.
PB10.42), la cual posee actividad de alta fidelidad para minimizar errores durante la
amplificacion. El producto amplificado fue posteriormente digerido con las enzimas de
restriccion EcoRl y Xbal, al igual que el plasmido pYES2 (Figura 11, ver condiciones de
digestion en el Anexo 4). Finalmente, se realizo la reaccion de ligacion con una relacion
3:1 inserto:vector, previamente digeridos y purificados, con lo que se obtuvo el constructo
recombinante para su posterior transformacion. La reaccion de ligacion se llevé a cabo
siguiendo las instrucciones del manual de la enzima T4 DNA Ligase, el cual recomienda
el uso de 100 ng de vector. No obstante, debido a las pérdidas de concentracion
generadas durante la purificacién tanto del inserto como del vector, las reacciones se
ajustaron a las concentraciones finales obtenidas, manteniendo siempre la relacion 3:1
inserto:vector. Para ver las condiciones de amplificacion y ligacion ver Anexo 4.
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Figura 11: Productos de la digestion enzimatica del vector y del inserto con las enzimas de
restriccion EcoRl y Xbal. El vector presenta un tamafio de 5856 pb y el inserto de 1116 pb. Los
fragmentos se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % en buffer TAE 1X.
MPM: Marcador de peso molecular Thermo Scientific 1 kb.

Finalmente, se llevo a cabo la transformacion del plasmido recombinante utilizando 5 pl
del producto de ligaciéon en células quimicamente competentes de E. coli TOP10. Las
colonias transformadas se seleccionaron en medio LB suplementado con ampicilina
(50 pg/mL). Las colonias que mostraron crecimiento fueron analizadas mediante PCR de
colonia (Figura 12.a), utilizando el programa de amplificacion previamente descrito.
Posteriormente, se realizé la purificacion del DNA plasmidico y se verifico la presencia
del inserto mediante digestion con las enzimas EcoRl| y Xbal, las mismas utilizadas para
su clonacion. Adicionalmente, se realizé una digestion con las enzimas Xbal y Bgll con
el propdsito de confirmar la orientacion del inserto en el vector (Figura 12.b). Para ver
condiciones de digestidon y amplificacion por PCR ver Anexo 4.
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Figura 12: Seleccion y verificacién de colonias transformadas con el plasmido pYES2: TtTmk3.
(a) Electroforesis en gel de agarosa del PCR de colonia para la deteccion del inserto TtTmk3 en
distintas colonias transformadas y (b) verificacién de la orientacién del inserto en las clonas 2 y
3 mediante digestion enzimatica y analisis en gel de agarosa. MPM: Marcador de peso molecular
Thermo Scientific 1 kb.

Para corroborar que la insercién del ORF fue adecuada, se secuencié el plasmido con el
inserto en ambas direcciones por separado, utilizando los mismos oligonucleotidos
empleados para amplificar el ORF. Posteriormente, las secuencias obtenidas se
alinearon con la secuencia codificante del gen tmk3, obteniéndose un porcentaje de
similitud del 99 % en ambas direcciones (Anexo 8).

Para obtener al constructo con el ORF de hog7 nativo de S. cerevisiae BY4742 en el
plasmido pYES2 se realiz6 la misma metodologia descrita previamente, con algunas
modificaciones. En este caso, la secuencia codificante se amplificé a partir de DNA
genomico, ya que el gen hog1 esta compuesto unicamente por un exon, sin intrones (N°
de referencia NCBIl: NM_001182000.1). En los oligonucleétidos utilizados se incluyeron
los sitios de restriccion BamH|I y Xbal (descritos en la Metodologia 7.2.1.), y para verificar
las colonias transformadas que contenian la insercién del ORF de hog? en el vector, se
realiz6 una PCR de colonia utilizando los mismos cebadores usados para amplificar el
gen. Posteriormente, a partir de las colonias positivas se purificd el plasmido y se digirid
con las mismas enzimas de restriccion (Figura 13). Para ver condiciones de digestiéon y
amplificacion por PCR ver Anexo 4.
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Figura 13: Verificacion de la construccion pYES2:ScHog1. (a) Deteccion por PCR de colonias
transformadas; se analizaron tres colonias, de las cuales una resulto positiva. (b) Confirmacién
del inserto mediante digestién enzimatica del plasmido aislado con BamHI y Xbal, liberando un
fragmento de 1308 pb, analizado mediante electroforesis en gel de agarosa. MPM: Marcador de

peso molecular Thermo Scientific 1 kb.
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8.3. Generacion de las lineas complementantes de Hog1 en S. cerevisiae
hog1A

Una vez obtenidas las construcciones que contienen las secuencias codificantes de tmk3
y de hog1 en el plasmido pYES2, se procedi6 a realizar la transformacién de la cepa S.
cerevisiae hog1A siguiendo el protocolo descrito previamente en la metodologia. Las
células transformadas fueron sembradas en medio minimo YNB+aa sin uracilo,
permitiendo la seleccion de transformantes mediante el marcador de auxotrofia URA3
del vector. Las colonias que crecieron en el medio selectivo fueron aisladas y analizadas
mediante PCR para confirmar la presencia del inserto correspondiente, ya fuera tmk3 o
hog1 (Figura 20). Ademas, como control, se transformo el plasmido vacio.

Colonias Sc aisladas Colonias Sc aisladas

a l 1 b I 1
' MPM C+ C- 1 2 3 4 5 * MPM C+ C- CE 1 2 3 4 5

1.5 kb
1.0 kb

Figura 20: Seleccion de colonias transformadas de S. cerevisiae hog1A con a) la insercion del
plasmido pYES2:TtTmk3, teniendo un amplicon de 1151 pb y b) el plasmido pYES2:ScHog1
dando un amplicén de 1329 pb. MPM: Marcador de peso molecular Thermo Scientific 1 kb.

Asimismo, las colonias seleccionadas de la transformacion con el plasmido pYES2 vacio
fueron también analizadas mediante PCR de colonia, utilizando oligonucleétidos
especificos para amplificar el promotor GAL1, con el fin de confirmar la presencia del
vector. Como se esperaba, se obtuvieron colonias positivas dando un producto de PCR
de 472 pb que corresponde al promotor GAL1, lo que corroboré que dichas cepas
portaban el plasmido (Figura 21). Esta cepa transformada con el plasmido vacio se utilizd
como control negativo en los ensayos posteriores de tolerancia al estrés osmaotico.
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Colonias Sc aisladas

Figura 21: Seleccion de cepas de S. cerevisiae hog1A transformadas con el plasmido pYES2
vacio por PCR de colonia. MPM: Marcador de peso molecular Thermo Scientific 1 kb.

8.4. Complementacién funcional de la via HOG en cepas hog1A bajo estrés
osmético

Para analizar si las cepas de S. cerevisiae hog1A complementada con tmk3 o con hog1
endogeno recuperan la tolerancia frente a una concentracion moderada de sal. Se
realizaron ensayos de dilucibn en placa para que las cepas se expongan a
concentraciones crecientes de NaCl (0,0.5,0.75y1M) en medio YNB+aa, 2%
galactosa. En ausencia de sal, todas las cepas WTBY4742, hog1A, hog1A:pYES2,
hog1A:ScHog1 y hog1A:TtTmk3 crecieron de manera similar y con el mismo tamafio de
colonia en las cuatro diluciones seriadas, confirmando que las cepas son viables y que
el promotor GAL1 indujo lo que se esperaba. La exposicion de las cepas hog1A vy
hog1A:pYES2 a 0.5 M de NaCl limita el crecimiento de las levaduras, ya que no se
observaron colonias visibles, o que indica su sensibilidad al estrés salino. La
complementacién con ScHog1 restaur6 casi por completo la tolerancia, con el
crecimiento de las colonias similar a la cepa silvestre. En cambio, la cepa hog7A:TtTmk3
exhibié un fenotipo intermedio: crecimiento claro en la dilucién 102, reducido en 103 y
ausente en 104, indicando una recuperacion parcial de la via HOG. De manera similar,
al exponer a la cepa silvestre (WT), hog1A y del vector vacio (pYES2) con la
concentracion de 0.75 M NaCl estas no crecen, mientras que las cepas hog7A:ScHog1 y
hog1A:TtTmk3 tienen un crecimiento ligero. A 1 M NaCl no se observa un crecimiento
claro, unicamente un ligero crecimiento en la complementante con Tmk3 y en las demas
parece letal esta condicion (Figura 22).
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Figura 22: Las cepas mutantes y complementadas de S. cerevisiae hog1A toleran hasta 1 M de
NaCl. Ensayo por goteo en medio YNB + galactosa (sin uracilo) con 0, 0.5, 0.75y 1 M de NaCl.
Se realizaron diluciones seriadas hasta 10 y se plaquearon 3 pl de cada dilucion.

En contraste, las cepas crecen mejor en sorbitol, lo cual se explica a que este agente
induce exclusivamente estrés osmotico, mientras que el NaCl produce también estrés
ionico. Aunque la tendencia de crecimiento en sorbitol es similar a lo que se observo con
las distintas concentraciones de NaCl, donde las cepas hog71A y aquellas que portan el
vector vacio (hog1A:pYES2), mostraron sensibilidad a partir de 0.5M de sorbitol. En
cambio, la cepa complementante con TtTmk3 es tolerante hasta con 1M, similar al efecto
del gen nativo de S. cerevisiae, lo que en conjunto indica que TtTmk3 complementa la
via HOG en este organismo. Asimismo, los datos corroboraron el efecto diferencial entre
el estrés idnico causado por NaCl y el osmotico inducido por el sorbitol. Dado que la cepa
complementada con ScHog1 fue utilizada como control positivo, y que las células
recuperan la tolerancia tanto a sal como al sorbitol, alcanzando niveles cercanos a los
de la cepa silvestre en ambas condiciones, esto valida el sistema de expresion y confirma
la especificidad funcional de Hog1 en la adaptacion osmatica (Figura 23).
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Figura 23: Cepas complementantes de S. cerevisiae hog1A con Tmk3Tt recuperan la tolerancia
al estrés osmotico inducido por sorbitol. Las cepas fueron cultivadas en YNB + galactosa (sin
uracilo) con concentraciones crecientes de sorbitol (0 a 1 M). Se realizaron diluciones seriadas
hasta 10y se colocaron 3 ul de cada dilucion.

Ademas, se evalud la tolerancia osmaética al KCI que, al igual que el NaCl, ejerce presion
i6nica y osmotica (Figura 24). En ausencia de KCI, todas las cepas mostraron
crecimiento, indicando viabilidad en las células. A 0.5 M de KCl, se observé la reducciéon
en el crecimiento de la cepa hog7A con el plasmido vacio. A 0.75 M el crecimiento de la
cepa mutante fue drasticamente afectado, mientras que las cepas complementadas
mantienen la capacidad de crecimiento. En 1M las uUnicas células que muestran
crecimiento son las complementantes en la dilucion 10-2.

KClI

hog1A
pPYES2

ScHog1

hog1A

TtTmk3

Figura 24: Las cepas complementantes de S. cerevisiae hog1A con TtTmk3 recuperan la
tolerancia a estrés idnico y osmético inducido por KCI. Las cepas fueron cultivadas en YNB +
galactosa (sin uracilo) con concentraciones crecientes de KCI (0 a 1 M).
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Comparando los tres ensayos (NaCl, Sorbitol y KCI), se observa que el efecto del estrés
depende del tipo de soluto aplicado. El sorbitol inhibe el crecimiento de manera gradual,
probablemente debido a la ausencia de toxicidad idnica. En contraste, el NaCl es mas
toxico para la cepa mutante para hog1, y solo las cepas complementadas recuperan
significativamente el crecimiento, evidenciando la participacion critica del gen hog7 en la
respuesta a estrés salino.

El KCI presenta un patrén de respuesta similar al NaCl, aunque en general las cepas
toleran mejor las concentraciones moderadas de KCI, lo que puede atribuirse a que el
sodio es mas téxico para las células que el potasio. Estos resultados muestran de forma
cualitativa que el NaCl es mas toxico que el KCI o el sorbitol, y que las células
contrarrestan mejor solo el estrés osmatico.

En conjunto, estos resultados indican que la expresion de TtTmk3 en cepas hog1A
permite recuperar parcialmente la tolerancia frente a solutos osméticos e idnicos en S.
cerevisiae.

8.5. Analisis comparativo de la respuesta osmoética de las cepas WT,
hog1A y complementantes mediante ensayos de crecimiento en placa y
cinéticas en cultivo liquido

Lo ensayos en placa nos permitieron determinar que hubo complementacién en la cepa
mutante de hog1 de la levadura con el gen tmk3 de T. tlahuicanensis restaurando el
fenotipo de tolerancia. Con el fin de establecer una comparacion directa entre todas las
cepas evaluadas en las mismas condiciones de crecimiento, se realizaron nuevos
ensayos de crecimiento por goteo incluyendo, la cepa WT con el plasmido vacio, la cepa
hog1A con el plasmido vacio (nombrada PV) y sus complementantes (ScHog1 y TtTmk3).
De esta manera, todas las cepas analizadas portaron el mismo sistema de expresion.
Los ensayos se llevaron a cabo en medio SD-ura suplementado con cada osmolito.

Se observaron diferencias en la densidad y tamafo de las colonias entre las cepas, como
se observan en las distintas diluciones seriadas que se expusieron a concentraciones
crecientes de NaCl (Figura 25). En ausencia de NaCl, todas las cepas crecieron de
manera similar. A 0.25 M, la cepa mutante (PV) creci6 menos en comparacion con la
cepa silvestre y las cepas complementadas. En 0.5 M, se observa la disminucién
marcada del crecimiento en la mutante, mientras que las colonias de las cepas WT,
ScHog1 y TtTmk3 crecieron de manera similar. En 0.75 M y 1 M, el crecimiento de la PV
fue practicamente nulo, mientras que las otras tuvieron crecimiento limitado en las gotas
con mayor numero de células, por otro lado, se observan colonias pequefas y escasas
en las cepas complementadas en la dilucion 10,
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NaCl

hog1A

10" 102 103 10+

Figura 25: Las cepas complementadas recuperan parcialmente el crecimiento bajo estrés
osmoético inducido por NaCl. Se analizaron la cepa silvestre (WT), la cepa hog1A transformada
con el plasmido vacio (PV) y las cepas complementadas con ScHog1 y TtTmk3. Las cepas fueron
cultivadas en SD-ura con concentraciones crecientes de NaCl.

Para el caso de KCI, las cepas mostraron diferencias en el tamafio y densidad de las
colonias conforme aumentd la concentracion del soluto, comportamiento similar a lo
obtenido en NaCl (Figura 26). A0.5 My 0.75 M, la cepa PV no presenta crecimiento,
mientras que las cepas ScHog1 y TtTmk3 mantuvieron una mayor densidad celular en
las condiciones en las que hay 102 y 103, aunque con menor tamafio en comparacion
con la cepa silvestre. A 1 M, el crecimiento fue limitado en todas las cepas;
particularmente en las colonias inoculadas con 103 y 10-4. Al comparar la concentracion
de 0.25 M de NaCl vs KCI se observa que la cepa mutante tolera mejor el KCI. Estas
diferencias en el tamano y densidad de las colonias pueden reflejar la activaciéon de la
via HOG, la cual regula la adaptacion osmoética mediante la acumulacion de glicerol y
ajustes en el ciclo celular, afectando la tasa de proliferacion y el tamafio de las colonias.
Asimismo, el KCI altera el balance intracelular de iones, contribuyendo a la disminucion
en la viabilidad, un efecto similar que ocurre con NaCl.
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Figura 26: Las cepas complementadas recuperan parcialmente el crecimiento bajo estrés
osmoético inducido por KCI. Se analizaron la cepa silvestre (WT), la cepa hog 1A transformada con
el plasmido vacio (PV) y las cepas complementadas con ScHog1 y TtTmk3. Las cepas fueron
cultivadas en SD-ura con concentraciones crecientes de NaCl.

Para el caso de sorbitol, las cepas mostraron un patron de crecimiento distinto al
observado con NaCl y KCI, las concentraciones empleadas (0.5, 1, 1.5y 2 M). A partir de
1.5 M, se evidencid un aglutinamiento celular en todas las cepas, observable como una
mayor compactacion de cada gota, particularmente en las diluciones 102 y 103, en
contraste con la dispersion observada en condiciones idnicas (Figura 27).. A diferencia
de NaCl y KCI, el sorbitol no genera desequilibrio iénico, lo que permite mantener la
viabilidad celular, aunque con una reduccion en la expansion de las colonias y un
aumento en la agregacion celular. Este comportamiento resalta las diferencias en la
respuesta fisioldgica de las células frente a estrés osmaético exclusivo en comparacion
con el estrés osmotico/ionico.

Sorbitol

0.5M ™M 1.5M 2M

Figura 27: El sorbitol induce agregacion celular a concentraciones mayores a 1 M y mantiene el
crecimiento bajo estrés osmoético. Se analizaron la cepa silvestre (WT), la cepa hog1A
transformada con el plasmido vacio (PV) y las cepas complementadas con ScHog1 y TtTmka3.
Las cepas fueron cultivadas en SD-ura con concentraciones crecientes de NaCl.
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hog1A
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Finalmente, en un ultimo estudio se evalud por medio de cinéticas de crecimiento en
medio liquido, el comportamiento en el crecimiento de las cepas y usando las mismas
condiciones que en los ensayos en placa (Figura 28. b). El analisis mostré diferencias
entre cada tratamiento y las cepas evaluadas. En medio control (SD-ura), las cepas
presentaron un incremento sostenido en la densidad optica, sin embargo, la cepa WT
mostré una tasa de crecimiento limitada en comparacion con las cepas transformadas.
Bajo condiciones de 1 M NaCl y 1 M KCI, la concentracién mas alta evaluada para estas
dos sales, se observo una reduccion significativa en la tasa de crecimiento en todas las
cepas, siendo mas pronunciada en la cepa mutante (PV), como mostraron los datos de
crecimiento en placa, mientras que las cepas complementadas con ScHog1 y TtTmk3
mostraron una recuperacion parcial del crecimiento. En contraste, en la condicion
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osmolarmente equiparable a las anteriores que es de 2 M de sorbitol, el crecimiento fue
menos afectado, particularmente en la cepa ScHog1, lo que concuerda con estudios que
indican que el estrés osmoético no idnico activa la via HOG sin alterar el balance i6nico
intracelular, permitiendo mantener la viabilidad celular (Figura 28). Las diferencias
observadas entre NaCl/KCl y sorbitol reflejan la contribucién adicional del componente
ionico en las sales, el cual impacta procesos como el equilibrio electroquimico y la
homeostasis celular, resultando en una mayor inhibicion del crecimiento. En conjunto,
estos resultados evidencian que la complementacion con TtTmk3 reproduce de manera
funcional la respuesta mediada por Hog1, permitiendo una adaptacién mas eficiente
frente a condiciones de estrés osmdtico.
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Figura 28: La complementacién con ScHog1 y TtTmk3 mejora el crecimiento bajo estrés
osmoético, particularmente en presencia de sales. Ensayos de crecimiento por goteo en medio
SD-ura y en presencia de 1 M NaCl, 1 M KCl y 2 M sorbitol, utilizando diluciones seriadas (10'-
10#). Se analizaron la cepa silvestre (WT), la cepa hog1A transformada con el plasmido vacio
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(PV) y las cepas complementadas. Las graficas muestran las cinéticas de crecimiento (ODego) en
las mismas condiciones experimentales.

Por ultimo, se realizdé un analisis de varianza (ANOVA) multifactorial seguido de una
prueba post hoc de Tukey para analizar todos los datos obtenidos a partir de las cinéticas
de crecimiento (Figura 29). El analisis mostr6 que el modelo general fue altamente
significativo (p < 0.001). Asimismo, el diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(Anexo 9) indico que los factores principales (osmolito, concentracién de osmolito, tiempo
de lectura y cepa), asi como sus interacciones dobles, triples y cuadruple, presentaron
efectos significativos.

Las comparaciones multiples mediante la prueba de Tukey revelaron que los tres
osmolitos evaluados (NaCl, KCl y sorbitol) no presentaron diferencias significativas entre
si, ya que se agruparon en el mismo grupo estadistico (grupo b). De manera similar, para
la concentracion del osmolito, las concentraciones intermedias (0.75 M para NaCl y KClI,
y 1.5 M para sorbitol) y mas alta evaluadas se agruparon en el mismo grupo estadistico
(grupo b), mientras que la concentracion mas baja (0.5 M para NaCl y KCI, y 1 M para
sorbitol) mostré una respuesta significativamente mayor. Por esta razén, los datos
correspondientes a las concentraciones intermedias fueron excluidos con la finalidad de
facilitar la comparacion entre los tratamientos.

Respecto a las cepas evaluadas, la cepa WT presentd el menor crecimiento promedio,
seguida de la cepa PV. En contraste, las cepas complementadas ScHog1 y TtTmk3 se
agruparon conjuntamente en el grupo a, sin diferencias significativas entre ellas. Estos
resultados indican que ambas construcciones restauraron de manera similar la respuesta
al estrés osmatico en la cepa mutante utilizada.
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Figura 29: Comparacion del crecimiento celular de la cepa silvestre (WT), la cepa hog1A
transformada con el plasmido vacio (PV) y las cepas complementadas bajo estrés osmotico a
diferentes concentraciones de NaCl, KCI y sorbitol. Los valores de ODeoo corresponden a
mediciones a las 24 h en cultivo liquido. Las barras representan la media + desviacién estandar.
Letras distintas indican diferencias significativas entre las cepas dentro de cada tratamiento,
determinadas mediante analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba post hoc de Tukey
(p < 0.05).

Las cepas complementadas ScHog1 y TtTmk3 mostraron patrones de crecimiento
comparables frente al incremento en la concentracién de los distintos solutos,
manteniendo mayores niveles de crecimiento a lo largo de todas las condiciones
evaluadas en comparacion con la cepa PV, aunque con una disminucion progresiva a
medida que aumentd el estrés osmaotico. Este comportamiento sugiere una respuesta
funcional conservada entre ambas construcciones, con variaciones dependientes del tipo
de soluto. En contraste, la cepa PV presenté una marcada reduccion en el crecimiento a
partir de concentraciones superiores a 0.5 M, estos resultados concuerdan con lo
observado en los ensayos de crecimiento en placa.

Las cepas complementadas ScHog1 y TtTmk3 mostraron patrones de crecimiento
similares frente al incremento en la concentracién de los distintos osmolitos, manteniendo
en todas las condiciones evaluadas niveles de crecimiento superiores a los observados
en la cepa portadora del vector vacio (PV). Aunque ambas cepas presentaron una
disminucion gradual del crecimiento conforme aumento el estrés osmotico, conservaron
una mayor capacidad de adaptacibn en comparacion con los controles. Este
comportamiento coincide con los resultados del analisis estadistico, donde ScHog1 y
TtTmk3 se agruparon en el mismo grupo estadistico (grupo a), sin diferencias
significativas entre ellas, mientras que PV presentd una respuesta significativamente
menor (grupo b) y la cepa WT la menor respuesta promedio (grupo c). De igual manera,
las comparaciones de Tukey realizadas para cada tratamiento mostraron que ScHog1 y
TtTmk3 compartieron la misma agrupacion estadistica en la mayoria de las condiciones
evaluadas, particularmente en los tratamientos con NaCl y KCI, donde ambas cepas se
ubicaron en el grupo de mayor crecimiento. En 1 M de sorbitol se observo una diferencia
significativa entre ambas cepas, con ScHog1 clasificada en el grupo a y TtTmk3 en el
grupo b, sin embargo, ambas mantuvieron valores de crecimiento superiores a los
registrados para PV y WT. En conjunto, estos resultados indican que la complementacién
de TtTmk3 restaura la respuesta al estrés osmético de manera comparable a la obtenida
con el gen enddgeno de la levadura, sugiriendo una conservacion funcional entre ambas
quinasas.
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8.6. Generacion de la linea transformada T. atroviride y T. tlahuicanensis
para la expresion del biosensor SED1.

Se realizo la purificacion por lisis alcalina del plasmido pUE10:SED1, construccion que
se genero durante el desarrollo de mi tesis de licenciatura (ver Anexo 3). Posteriormente,
se linealizaron 5 ug del plasmido con la enzima Bgll (Figura 30). Una vez linealizado, se
precipitd afadiendo isopropanol y acetato de sodio 3 M. Finalmente, el DNA precipitado
fue lavado con etanol al 70 % con el objetivo de eliminar impurezas y restos de reactivos
utilizados durante el proceso de digestion y precipitacion.

Figura 30: Patron de restriccion obtenido por la digestién del plasmido pUE10:SED1 con la
enzima de restriccion Bgll. El tamafio esperado del plasmido digerido es de 8809 pb. Se cargo
también el plasmido superenrollado.

Este plasmido lineal se transformé tanto en T. atroviride como en T. tlahuicanensis
siguiendo el protocolo descrito en el Anexo 5. Para cada hongo se prepararon tres
mezclas distintas: en la primera, se combinaron protoplastos con plasmido en su forma
lineal; en la segunda, conidias con 5 ug plasmido en forma circular (superenrollado); y
en la tercera, se utilizaron unicamente conidias suspendidas en agua Milli-Q, sirviendo
como control negativo. Esta ultima mezcla se sembré en dos placas de Petri, una
suplementada con antibiético (higromicina a 100 ug/mL o 150 ug/mL, dependiendo del
caso), y otra sin antibiético, con el objetivo de observar la viabilidad de las conidias
después de la electroporacion y la especificidad de la seleccion de colonias
transformadas.
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En el caso de T. atroviride, se obtuvieron nueve colonias transformadas, las cuales fueron
posteriormente aisladas en cultivos individuales en medio PDA suplementado con
higromicina (100 pg/mL). Por otro lado, en T. tlahuicanensis, se obtuvo una unica colonia
transformada, proveniente de la mezcla con el plasmido en su forma superenrollada.
Para confirmar la integracién del constructo, se realizé la amplificaciéon de un fragmento
del biosensor comprendido entre las secuencias que codifican para mCerulean3 vy
AtLEA4-5, obteniéndose un producto de 395 pb (Figura 31).

— 395pb <
a) pKi  mCerulean3 AtLEA4-5 Citrine Tblu7

— H i “ ——

« 1984 pb >

b)

750 pb
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250 pb

Figura 31: a) Esquema de los elementos que componen al biosensor SED1 en el plasmido
pUE10:SED1 con la region que se amplifica con los oligo internos y b) seleccion de colonias
positivas de las dos cepas de Trichoderma que muestran la amplificacion de una regién del
biosensor SED1. Se utilizaron como controles el DNA plasmidico de pUE10:SED1, la secuencia
ITS1-4 como control de la extraccion de DNA en la PCR de colonia, y como control negativo, el
DNA gendmico de T. atroviride. Ta= T. atroviride, Tt=T. tlahuicanensis.

De las colonias positivas obtenidas de T. atroviride, se llevaron a cabo microcultivos con
el fin de seleccionar aquellas que tuvieran fluorescencia homogénea en las hifas. Los
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microcultivos se dejaron creciendo durante 7 dias a 28 °C, ya que las colonias
transformadas muestran un crecimiento lento. (Figura 32).

Campo claro Fluorescencia

T. tlahuicanensis WT T. atroviride:SED1 T. atroviride WT

T. tlahuicanensis:SED1
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Figura 32: Seleccion de colonias transformadas con el plasmido pUE10:SED1 por microscopia
de fluorescencia. La fluorescencia es emitida por la proteina mCerulean3 que actia como
donadora en el fenédmeno FRET. Filtro de excitacion DAPI (Ex: 358 nm, Em: 463 nm), este
permite la excitacion de la proteina fluorescente mCerulean3 (donante FRET). Microscopio de
fluorescencia ZEISS Axio Observer 5.

Dado que las cepas de Trichoderma transformadas con el biosensor SED1 no
esporularon en los medios de cultivo empleados inicialmente, se optd por evaluar nuevas
condiciones que favorezcan la esporulacion. Para ello, se utilizaron medios alternativos
a los 6ptimos para hongos como medio V8 (jugo de verduras V8 30 % (v/v), 0.2% CaCO3,
1.5 % agar bacterioldgico), utilizado para la induccion de estructuras reproductivas en
hongos filamentosos (Figura 33). Ademas, se aplicaron lesiones mecanicas controladas
sobre el micelio en desarrollo, con el objetivo de inducir una respuesta fisiolégica que
favorezca la formacion de esporas. Estas estrategias buscaron obtener esporas para
llevar a cabo los ensayos de FRET, necesarios para analizar los cambios en la respuesta
osmatica en estas cepas.

Ta:SED1 C3 Ta:SED1 C4

Figura 33: Comparacioén entre la cepa WT de T. atroviride con esporulacion evidente (izquierda)
y clonas sin esporulacion (derecha) cultivadas en medio V8. Se observa la incapacidad de las
clonas para formar estructuras reproductivas bajo las condiciones evaluadas.

Debido a las limitaciones que presentaron estas clonas para la esporulacién, asi como a
su crecimiento micelial atipico en hongos de Trichoderma, se optd por realizar una nueva
transformacion empleando un protocolo alternativo que incrementa la eficiencia en la
obtencidn de clonas. Este protocolo, estandarizado para hongos del género Trichoderma,
se basa en la generacién de protoplastos (Anexo 6). La transformacién se llevé a cabo
con los dos hongos. En este caso, el plasmido pUE10:SED1 no fue linealizado, ya que,
al contar con un unico sitio de recombinacion, correspondiente al terminador blu17, no
es necesario utilizar el plasmido en forma lineal (Figura 34.a). Es importante sefalar que
este sitio de recombinacién es unico en T. atroviride, por lo tanto, se espera que en las
clonas de T. tlahuicanensis la insercion suceda aleatoriamente o que la integracion ocurra
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de manera ectdpica.
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Figura 34: Obtencion de clonas transformadas de T. atroviride y T. tlahuicanensis por el método
de protoplastos. a) Patron de integracion del plasmido pUE10 en el genoma de T. atroviride
(Modificado de Balcazar-Lépez, 2014. Tesis de doctorado, Balcazar-Lépez et al., 2016).
Crecimiento de 5 dias clonas transformadas y seleccién por PCR de b) T. atroviride creciendo en
PDA suplementado con 100 ug/ml de Higromicina B y ¢) T. tlahuicanensis crecidas en 150 pg/mL
del mismo antibiético. MPM: Marcador de peso molecular Thermo Scientific 1 kb.

La transformacion en T. atroviride dio como resultado la obtencién de 9 clonas aisladas
en medio selectivo con higromicina. Adicionalmente, al realizar una reaccion
suplementada con esperma de salmon (2 mg/mL), se obtuvieron 13 colonias. En el caso
de T tlahuicanensis, se obtuvieron 21 colonias, mientras que en la condicion con
esperma de salmén se recuperaron 3 colonias. La confirmacioén de clonas positivas se
llevé a cabo mediante PCR, amplificando una region del biosensor de 395 pb; en T.
tlahuicanensis unicamente se obtuvieron 3 colonias positivas (Figura 34. b y c).

Una vez seleccionadas por PCR, se realizaron microcultivos con el objetivo de verificar
la fluorescencia y seleccionar aquellas clonas que presentaran una sefal mas uniforme
a lo largo de las hifas. Sin embargo, en los microcultivos no se observo fluorescencia en
ninguna de las clonas, a diferencia de las cepas WT, donde se detectd una ligera
autofluorescencia. Debido a esta limitacién observada en la microscopia de fluorescencia
y a la presencia de autofluorescencia, se optd por realizar una prueba en el
espectrofluorémetro bajo las condiciones descritas en la metodologia (7.2.5), empleando
esferas de micelio crecidas en medio PDB con higromicina. Los espectros de emision
obtenidos tras la excitaciéon a 433 nm mostraron que la cepa silvestre presentd una sefal
basal atribuible a autofluorescencia. En T. atroviride:SED1 no se observé un incremento
significativo en la emision, lo que sugiere una baja expresion o funcionalidad limitada del
biosensor en esta especie. En contraste, T. tlahuicanensis:SED1 mostré un aumento
moderado en la intensidad de emision, particularmente en la region correspondiente al
donador (480 nm), asi como una ligera senal en la region del aceptor (620-530 nm). Sin
embargo, no se detectd un incremento marcado en la emision del aceptor que indique
una transferencia de energia eficiente, sugiriendo una baja eficiencia de FRET bajo las
condiciones evaluadas. Estos datos concuerdan con los resultados de microscopia,
donde no se observa una fluorescencia clara en las clonas.
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9. Discusion

La via de respuesta a alta osmolaridad (HOG) es una via de sefalizacion altamente
conservada en los organismos eucariotas, la cual permite la respuesta y adaptacion a
condiciones osmoéticas fluctuantes mediante la activacion de la MAP quinasa Hog1. Esta
proteina regula diversos procesos celulares, tales como la acumulacion de glicerol, la
reprogramacion transcripcional, la adaptacion fisioldgica, entre otros (Brewster et al.,
1993; Hohmann, 2002; Saito & Posas, 2012). En este contexto, la caracterizacion
funcional de proteinas ortélogas a Hog1 en otros organismos resulta relevante para
comprender el grado de conservacion y las variaciones en la respuesta osmoética entre
especies. Ademas, se ha descrito que esta via no solo responde al estrés osmoético, sino
que actua como un sistema integrador de multiples sefales ambientales, incluyendo
estrés oxidativo, térmico y de pared celular, coordinando respuestas fisioldégicas
complejas a través de la regulacion transcripcional y metabdlica (Gasch et al., 2000;
Winkler et al., 2002; Yaakoub et al., 2022).

Bajo este marco, los resultados obtenidos en este trabajo indican que el gen tmk3 de T.
tlahuicanensis es capaz de restaurar la tolerancia al estrés osmaotico en la cepa hog71A
de S. cerevisiae, lo que sugiere que conserva la funcién de las MAP quinasas tipo Hog1.
Sin embargo, la recuperacién observada es ligeramente menor que el nivel del gen nativo
ScHog1, lo que podria evidenciar diferencias en la eficiencia de la sefializacion dentro
de un contexto heterdlogo. Este comportamiento se observa de manera consistente en
los ensayos de crecimiento en placa, donde la cepa silvestre mostré el mayor crecimiento
alo largo de todas las diluciones, seguida por la complementada con ScHog1 y, en menor
medida, por la complementante con TtTmk3, lo que refuerza que la eficiencia funcional
difiere entre estas variantes. Este comportamiento no es exclusivo de este ortdlogo, ya
que en el hongo haldfilo W. ichthyophaga se han descrito dos ortélogos de Hog1
(WiHog1A y WiHog1B) con diferencias funcionales mostradas en los ensayos de
complementacién en S. cerevisiae, en estos, ambos genes fueron capaces de restaurar
parcialmente el fenotipo de osmotolerancia, sin embargo, WiHog1B mostré una mayor
eficiencia en la recuperacion del crecimiento bajo condiciones de alta salinidad en
comparacién con WiHog1A. Estas diferencias se asociaron con variaciones en la
activacion y la regulacién de la via de HOG, particularmente en la dinamica de
fosforilacion y localizacion celular de las proteinas (Lenassi et al., 2013). De manera
similar, en la levadura halotolerante D. hansenii se ha demostrado que su ortdlogo
presenta un patron de activacion distinto al observado en otros organismos. Los estudios
funcionales han mostrado que DhHog1 permanece fosforilado durante periodos
prolongados bajo condiciones de alta salinidad, o que contrasta con la activaciéon
transitoria reportada en la mayoria de organismos. Este comportamiento se asocia con
una mayor capacidad de adaptacion y crecimiento en ambientes con elevadas
concentraciones de NaCl. Esto es relevante en el contexto de este trabajo, ya que
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refuerza la idea de que no solo la presencia Hog1 es clave, sino también su dinamica de
activacioén influye directamente en la eficiencia de la respuesta osmatica. Evidencia en
hongos haldfilos sugiere que estas diferencias también pueden originarse en la
regulacion de los componentes rio arriba de la via HOG. En W. ichthyophaga, se ha
descrito que esta via presenta un patron de regulacion distinto al observado en S.
cerevisiae, caracterizado por niveles basales elevados de fosforilacién de Hog1 incluso
en ausencia de estrés osmoético (Lenassi et al., 2013). A diferencia del modelo clasico,
donde la activacion de Hog1 ocurre de manera transitoria en respuesta a cambios en la
osmolaridad, en este organismo la activacion es sostenida, lo que se ha asociado con su
adaptacion a ambientes hipersalinos. Estos resultados sugieren que la regulacion de los
componentes rio arriba de la via, como Pbs2, difiere funcionalmente, aunque los
mecanismos especificos aun no estan completamente caracterizados (Konte et al.,
2016). En concordancia, la menor eficiencia observada para TtTmk3 podria estar
relacionada con diferencias en su regulacion o activacién dentro del sistema heterdlogo,
lo que limita su capacidad para sostener una respuesta adaptativa robusta frente al
estrées (Roman et al., 2007). Por otro lado, en la levadura Kluyveromyces lactis se ha
reportado que la activacion de Hog1 en respuesta a estrés osmotico es menos eficiente
en comparacion con S. cerevisiae. Estos estudios demostraron que, bajo condiciones de
alta osmolaridad, la fosforilacion de Hog1 es menor, lo que se traduce en una respuesta
celular limitada frente al estrés osmético. Esto se asocia con una capacidad reducida de
adaptacién osmoética, evidenciando nuevamente que la regulacion de la via HOG varia
entre especies. Este comportamiento se puede comparar con lo observado en este
trabajo, ya que, a pesar de que TtTmk3 es funcional, no se observa la misma capacidad
para restaurar de la misma forma que con el gen enddgeno de la levadura, lo que sugiere
diferencias en la activacion o eficiencia de sefializacion (Velazquez-Zavala et al., 2015).

En el caso especifico del género Trichoderma, estudios en T. harzianum han demostrado
que el ortélogo de Hog1 (ThHog1) es esencial para la respuesta a estrés osmético. En
este trabajo, las mutantes carentes del gen hog1 evidenciaron una reduccion significativa
en el crecimiento bajo condiciones de estrés salino y osmaético, en comparacion con la
cepa silvestre, o que confirma su papel en la adaptacion a estos ambientes (Delgado-
Jarana et al., 2006). Todos estos estudios respaldan la conservacion funcional de esta
MAP quinasa en hongos filamentosos y levaduras, y son consistentes con lo observado
en este estudio, donde la expresion de TtTmk3 en S. cerevisiae hog1A permitié recuperar
parcialmente la tolerancia al estrés osmaético. Sin embargo, la recuperacion parcial
sugiere que, aunque la funcién esta conservada, su eficiencia depende de la integracién
adecuada del ortélogo en la via de sefalizacion del hospedero y de la conservacion de
los motivos tipicos en su secuencia.

En este sentido, las diferencias observadas pueden atribuirse a la naturaleza altamente
especifica de la via HOG, la cual depende de interacciones proteina-proteina finamente
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reguladas. En S. cerevisiae, Hog1 se integra en una red de sefalizacion compleja que
incluye sensores osmoéticos, proteinas adaptadoras y factores de transcripcion, cuya
coordinacion es determinante para una respuesta eficiente (Posas et al., 1996; de Nadal
& Posas, 2010; Hohmann, 2015). Por lo tanto, la integracion de Tmk3 en este sistema
heterdlogo podria estar limitada, afectando su capacidad para reproducir completamente
la respuesta nativa. Un estudio que apoya esta interpretacién ha sido reportado en
Trichosporonoides megachiliensis, donde se expres6 TmHog1 en una cepa hog7A de S.
cerevisiae que permitid restaurar el crecimiento bajo estrés osmatico; sin embargo, el
analisis de variantes con mutaciones demostré que alteraciones en el motivo de
fosforilacién y en el dominio catalitico comprometen esta capacidad, evidenciando que
la funcionalidad depende criticamente de la correcta activacion de la quinasa y de la
integridad de sus dominios estructurales (Yoshida et al., 2013). Estos resultados
muestran que diferencias en la activacién o en la interaccion de dominios funcionales
pueden contribuir a la menor eficiencia de osmoadaptacion.

La expresion de tmk3 en este trabajo fue regulada bajo el control del promotor GAL1,
cuya actividad puede generar variaciones en los niveles de expresion dependiendo las
condiciones fisiologicas de la célula (Stockwell et al., 2015). Dado que no se evaluaron
directamente los niveles de proteina mediante técnicas como Western blot, tampoco es
posible descartar diferencias en la acumulacion proteica entre las cepas
complementadas. No obstante, la mayor recuperacion del fenotipo observada en la cepa
complementada podria indicar que las diferencias fenotipicas responden principalmente
a la funcionalidad del gen mas que al sistema de expresién o la acumulacion de la
proteina.

Por otra parte, el analisis comparativo de los distintos solutos evidencid que la respuesta
celular depende no solo de la osmolaridad, sino también de la naturaleza del agente
estresante. EI NaCl generé una mayor inhibiciéon del crecimiento, lo cual es consistente
con su efecto osmotico/idnico, asociado a alteraciones en la homeostasis celular (Arino
et al., 2010). Este comportamiento ha sido descrito en levaduras halotolerantes, donde
la adaptacion a NaCl implica tanto la activacion de la via HOG como mecanismos de
regulacion ionica. En contraste, el KCI presenté un impacto menos severo, en
concordancia con el papel fisioldgico del potasio como principal cation intracelular (Cyert
& Philpott, 2013). Por su parte, el sorbitol indujo una respuesta predominantemente
osmotica, reflejada en la disminucion progresiva del crecimiento con el incremento de la
concentracion, lo que es consistente con la activacion de la via HOG y la acumulacion
de glicerol como mecanismo de adaptacion (Mager & Siderius, 2002). Adicionalmente, la
diferencia en la respuesta celular frente a estos solutos se explica por su comportamiento
en solucion y su interaccion con el agua y las macromoléculas, ya que los iones
provenientes de NaCl y KCI generan capas de hidratacion que afectan la estructura y
estabilidad de proteinas y membranas, en contraste con compuestos no idnicos como el
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sorbitol, cuyo efecto se limita principalmente a la reduccion del potencial hidrico del
medio. Estos efectos diferenciales han sido descritos en el contexto de la serie de
Hofmeister, donde los iones presentan capacidades distintas para estabilizar o
desestabilizar estructuras biomoleculares, influyendo en la tolerancia celular a
condiciones de alta salinidad (Zhang & Cremer, 2006; Oren, 2011).

Asimismo, se ha descrito que proteinas tipo Hog1 pueden desempefiar funciones mas
amplias dependiendo del contexto biolégico. En el hongo enddfito Piriformospora indica,
se ha demostrado que PiHog1 participa en la respuesta a estrés salino, ya que al
expresar PiHog1 en plantas de arroz se observo un incremente en la tolerancia a estrés
por salinidad, evidenciando una mejor supervivencia y crecimiento bajo estas
condiciones. Este efecto se relaciona con una mayor capacidad antioxidante y una
regulacion mas eficiente de genes relacionas con la respuesta a estrés, lo que sugiere
que PiHog1 contribuye a modular los mecanismos moleculares y celulares que favorecen
la adaptacién a condiciones adversas (Jogawat et al., 2016).

Finalmente, la correlacién entre los ensayos de crecimiento en placa y en cultivo liquido
confirma la consistencia de los fenotipos observados. La comparacion entre las cepas
complementadas y la cepa silvestre evidencié diferencias claras en la capacidad de
adaptacion al estrés osmotico, donde la WT mantuvo el mayor crecimiento a lo largo de
las condiciones evaluadas en los ensayos en placa, mientras que las cepas
complementadas mostraron una recuperacion parcial. Estos resultados indican que,
aunque la complementacion permite restaurar la respuesta al estrés, la eficiencia
funcional no alcanza la del sistema nativo

Un aspecto adicional abordado en este trabajo fue la evaluacion de un biosensor
fluorescente tipo FRET en Trichoderma como una nueva herramienta para estudiar la
respuesta a estrés en estos hongos. Aunque la presencia del transgén fue confirmada
mediante PCR, no se detectd sefal de fluorescencia, o que sugiere limitaciones a nivel
de expresion o funcionalidad proteica. Este fendmeno ha sido descrito en hongos
filamentosos, donde la expresion de proteinas fluorescentes depende de factores como
el contexto celular y el plegamiento adecuado de la proteina (Lorang et al., 2001).
Ademas, la expresion heterdloga puede resultar ineficiente y presentar limitaciones en
su produccién y procesamiento (Meyer, 2008), y la correcta maduracion del fluoréforo es
indispensable para su deteccion (Nevalainen & Peterson, 2014). Estas limitaciones son
particularmente criticas en biosensores basados en FRET, cuya sefial depende de la
orientacién y proximidad precisa de los fluoréforos. Para esclarecer el origen de esta
limitacion, seria necesario evaluar la expresion del transgén mediante RT-gPCR y
confirmar la presencia de la proteina por Western blot. Asimismo, la optimizacion del
sistema mediante el uso de fluoréforos mas estables podria mejorar la deteccion de la
sefial (Shaner et al., 2005).
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10.Conclusion

El gen tmk3 de T. tlahuicanensis complementa la funcién de Hog1 en S. cerevisiae,
confirmando su conservacion funcional, evaluada por ensayos de crecimiento en placa y
cinéticas de crecimiento.

La respuesta al estrés varid segun el soluto, siendo NaCl el que produjo el mayor efecto
inhibitorio, seguido de KCl y sorbitol.

Los ensayos en placa y liquido mostraron resultados consistentes en las comparativa de
las cepas complementantes.

Las diferencias observadas se deben a la funcionalidad del ortélogo y no al sistema de
expresion GALA1.

Los hongos portadores del biosensor SED1 no mostraron fluorescencia, evidenciando
limitaciones en la expresién o funcionalidad en Trichoderma.

11.Perspectivas

Obtener la cepa complementada con Tmk3 de T. atroviride permitira comparar la
eficiencia funcional entre especies halotolerantes del mismo género.

Optimizar y mejorar las condiciones de crecimiento de la cepa WT en cultivo liquido para
obtener mediciones mas precisas y evitar variaciones en las cinéticas.

Evaluar la activacion de la via mediante fosforilaciéon de Tmk3 o cuantificacion de glicerol
permitira correlacionar los fenotipos observados con mecanismos moleculares vy
bioquimicos especificos.

Confirmar la integracién del biosensor en el sitio especifico del genoma de T. atroviride
(blu17) y evaluar su expresion a nivel transcripcional y proteico, ya que permitira
determinar si la ausencia de sefial FRET se debe a fallas de expresién o funcionalidad.
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12. Anexos.
1. Preparacién de células quimicamente competentes de E. coli. Sambrook, J.,
& Russell, D. W., 2001.

La preparacion de células competentes de Escherichia coli TOP10 se lleva a cabo a partir
de una colonia aislada obtenida de una placa fresca, incubada previamente entre 16 y
20 horas a 37 °C en medio LB con acido nalidixico (50 pl/mL). Dicha colonia se transfiere
a 5 mL de medio LB contenido en un tubo de ensayo estéril y se incuba durante toda la
noche (12-18 horas) a 37 °C con agitacion orbital de 200 rpm. Posteriormente, se
inoculan 100 mL de medio LB en un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 1 mL del cultivo
nocturno. El cultivo se incuba a 37 °C durante aproximadamente 3 horas, hasta alcanzar
una densidad optica (O.D.) medida a 650 nm de entre 0.4 y 0.5, correspondiente a la
fase exponencial de crecimiento. Una vez alcanzada la D.O. requerida, el cultivo se
transfiere a tubos de polipropileno estériles y se coloca en hielo durante 10 minutos. A
partir de este punto y durante el resto del procedimiento, todas las manipulaciones se
realizan manteniendo las células en hielo. Asimismo, se evita el uso de vortex para no
comprometer la integridad celular; la resuspension de las pastillas celulares se realiza
suavemente mediante pipeteo repetido utilizando la misma punta de micropipeta. Las
células se recuperan mediante centrifugacion a 4000 rpm durante 10 minutos a 4°C. El
sobrenadante es cuidadosamente descartado y la pastilla celular se resuspende en 30
mL de una solucion fria de CaClz2 0.1 M. La suspensioén se incuba en hielo durante 15
minutos y posteriormente se centrifuga nuevamente a 4000 rpm durante 10 minutos a 4
°C. Tras la segunda centrifugacion, la pastilla celular se resuspende en 2 mL de una
solucién fria compuesta por CaClz 0.1 M suplementada con 14 % de glicerol, por cada
50 mL de cultivo original. Finalmente, la suspension de células competentes se alicuota
en volumenes de 400 uL en tubos tipo Eppendorf de 1.5 mL y se almacena a -70 °C hasta
Su USoO.

2. Transformacion de S. cerevisiae por el método de acetato de litio. Gietz &
Schiestl, 2007.

Para hacer células competentes de S. cerevisiae, se cultiva cada cepa durante la noche
en YPD o medio selectivo, utilizando matraces para asegurar una adecuada aireacion.
Se mide la densidad éptica a 600 nm (ODeoo) v, si es mayor o igual a 1.0, se diluyen las
células a una OD600 de 0.1 para continuar el crecimiento por 4-6 horas; si esta entre 0.2
y 1.0, se usan inmediatamente o se diluyen para uso posterior; si es menor a 0.2, se
continia el crecimiento. Las células se transfieren a tubos cénicos de 50 mL, se
centrifugan por 3-5 minutos a 2500 RPM, se elimina el medio y se resuspende el pellet
en 10 mL de tampdén 1x LiOAc mediante vortex. Posteriormente, se centrifugan
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nuevamente por 3 minutos a 2500 RPM, se descarta el liquido y se resuspende el pellet
en 0.5-1.0 mL de tampdn 1x LiOAc. Se dividen en alicuotas de 100 ul en tubos eppendorf
y se procede a la transformacion. Para transformar las células, se prepara DNA portador
de cadena sencilla, descongelandolo en hielo, hirviéndolo por 3 minutos y enfriandolo
nuevamente en hielo. En cada tubo se combinan 100 ul de células competentes con 10
pl de DNA portador (10 mg/mL) y 5 ug de DNA plasmidico o un 25% de una PCR eficiente
(maximo 10 ul de volumen total), afiadiendo 280 pl de solucion de PEG y mezclando
vigorosamente. Se incuba por 20-45 minutos a temperatura ambiente, se agregan 43 pl
de DMSO, mezclando bien, y se incuba por 5-15 minutos a 42°C, repitiendo estos dos
ultimos pasos una vez mas. Luego, se enfria inmediatamente en hielo por 3 minutos, se
centrifugan las células por 2 minutos a 1250 RPM, eliminando el liquido, y se
resuspenden en 0.5 mL de agua estéril, vortexeando brevemente, centrifugando y
eliminando el liquido nuevamente. Para seleccién auxotréfica, se resuspenden en TE
buffer (200-1000 pl segun el tamafo del pellet) y, para seleccion antifungica, en 200 pl
de YPD. Finalmente, se esparcen en placas selectivas apropiadas y se incuban por 2-3
dias, considerando el uso de galactosa preferentemente para inducir la expresion del
plasmido pYES2 y las auxotrofias de la cepa utilizada.

3. Purificacion de DNA plasmidico mediante lisis alcalina con SDS. Sambrook,
J., & Russell, D. W., 2001.

Se realiza un inoculo con la cepa de interes en 10 mL de medio LB (bactotriptona 1%,
NaCl 1%, extracto de levadura 0.5%, suplementado con el antibiético de seleccion
adecuado, se incuba a 37 °C a 200 rpm durante 15-18 horas. Se transfiere el medio a un
tubo de 15 mL y se centrifuga a 4000 rpm durante 10 minutos. Se decanta el medio y se
resuspende el pellet celular con 200 pl de la solucion de lisis 1 (50 mM glucosa, 25 mM
Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0), se agita en vortex y se transfiere la suspensién a
un tubo eppendorf de 1.5 mL. Se adicionan 400 pl de solucién de lisis 2 (0.2 N NaOH,
1% SDS) preparada al momento y se agita por inversion, se incuba durante 2 minutos
en hielo. Se agregan 400 pl de solucién de lisis 3 (acetato de potasio 3 M, 11.5 mL acido
acético) y se mezcla por inversion, se incuba en hielo durante 3-5 minutos. Se centrifuga
el lisado bacteriano a maxima velocidad (13300 rpm) durante 5 minutos. Se transfieren
600 pl de sobrenadante a un tubo nuevo y se adiciona un volumen de fenol:cloroformo,
se agita con vortex durante 1 minuto y se centrifuga a max. velocidad durante 2 minutos.
Se transfiere la fase acuosa a un tubo limpio y se adiciona un volumen de isopropanol
frio y una décima parte del volumen de acetato de sodio 3 M. Se homogeniza en vortex
durante 30 segundos y se centrifuga a max. velocidad durante 5 minutos. Se resuspende
el pellet de acidos nucleicos en 100 pyl de H20 MiliQ y se agrega 1 yl de RNAse (100
pl/mL) e se incuba durante 1 hora a 37 °C. Se afora a 200 ul con H20 MiliQ y se adiciona
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un volumen de fenol:cloroformo, se agita por vortex y se centrifuga a max. velocidad
durante 2 minutos. Se recupera la fase acuosa y se adiciona un volumen de isopropanol
y un décimo de volumen de acetato de sodio 3 M, se centrifuga a max. velocidad durante
5 minutos. Se retira el sobrenadante y se adicionan 200 ul de etanol al 70%, se centrifuga
durante 2 minutos a max. velocidad. Se retira el sobrenandante y se resuspende en 50

ul de H20 MiliQ.

4. Condiciones de amplificacion, digestiones enzimaticas y ligacion.

1.1.  Amplificacién de TtTmk3 a partir de cDNA
Etapa Temperatura (°C) Tiempo | Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 1 min 1
Desnaturalizacion 95 15 seg
Alineamiento 61.7 40 seg 30
Extension 72 30 seg
Extension final 72 1 min 1
1.2. Amplificacion de ScHog1 a partir de DNA genémico
Etapa Temperatura (°C) Tiempo | Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 1 min 1
Desnaturalizacion 95 15 seg
Alineamiento 58 40 seg 30
Extension 72 30 seg
Extension final 72 1 min 1
1.3.  Amplificacion de TaTmk3 a partir de cDNA
Etapa Temperatura (°C) Tiempo | Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 1 min 1
Desnaturalizacion 95 15 seg
Alineamiento 58 40 seg 30
Extensién 72 35 seg
Extension final 72 1 min 1
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1.4. Amplificacion de un fragmento del biosensor SED1 dentro del plasmido

pUE10:SED1
Etapa Temperatura (°C) Tiempo | Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 5 min 1
Desnaturalizacion 95 30 seg
Alineamiento 61 30 seg 30
Extension 72 30 seg
Extension final 72 5 min 1
1.5. Digestion de plasmido pYESZ2 y amplicon TtTmk3
PYES2 TtTmk3
Reactivos Cantidad
DNA objetivo 5ug 1.5-2 ug
10 pl
Buffer Tango (10X) 10 pl (2X)
(2X)
EcoRI (10 U/ul) 1l 0.5 ul
Xbal (10 U/ul) 1p 0.5 pl
H20 MiliQ to 50 pl to 50 pl
1.6. Digestion de plasmido pYES2 y amplicon ScHog1
PYES2 ScHogl
Reactivos Cantidad
DNA objetivo 5ug 1.5-2 pg
Buffer Tango (10X) ou 10 ul (2X)
(2X)
BamHI (10 U/ul) 1p 0.5 ul
Xbal (10 U/ul) 1p 0.5 ul
H20 MiliQ to 50 pl to 50 ul
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1.7. Digestion del plasmido pYES2 y amplicén TaTmk3

pYES2 | TaTmk3
Reactivos Cantidad
DNA objetivo 5ug 1.5-2 pg
10 pl
Buffer Tango (10X) 10 pl (2X)
(2X)
BamHI (10 U/pl) 1l 0.5 ul
Xbal (10 U/ul) 1u 0.5 pl
H20 MiliQ to50 pul | to 50 pl

1.8. Digestion de plasmido pUE10:SED1

Reactivos Cantidad
DNA objetivo 5 ug
Buffer O (10X) 5 ul (1X)
Bgll (10 U/ul) 1ul
H20 MiliQ to 50 pl
1.9. Ligacion pYES2:TtTmk3
Reactivos Cantidad
DNA del vector 8 ul (109 ng)
DNA inserto 1.2 pl (60.8 ng)
10X T4 DNA Ligasa 2 ul (1X)
T4 DNA Ligasa 1l
H20 MiliQ 7.2
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1.10. Ligacion pYES2:ScHog1.

Reactivos Cantidad
DNA del vector 10 pl (66.3 nQ)
DNA inserto 4 pl (36.8 ng)
10X T4 DNA Ligasa 4 ul (1X)
T4 DNA Ligasa 1p
H20 MiliQ 1u
1.11. Ligacion pYES2:TaTmk3
Reactivos Cantidad
DNA del vector 2 pl (50 ng)
DNA inserto 8 ul (47.5 ng)
10X T4 DNA Ligasa 4 ul (1X)
T4 DNA Ligasa 1p
H20 MiliQ 5 ul
1.12. Ligacién de pJET1.2/blunt con TaTmk3
Reactivos Cantidad
DNA del vector 1 pl (0.05 pmol ends)
DNA inserto 8 pl (49.6 ng)
2X Buffer de reaccion 10 pl
T4 DNA Ligasa 1l
H20 MiliQ Up to 20 pl

5. Transformacion por electroporacion de conidias. (Sanchez & Aguirre, 1996)

Se inoculan 200 mL de medio PDB (potato dextrose broth) con conidias a una densidad
de 1x107 conidios/mL, y se incuban a 28 °C en un agitador rotatorio (180 rpm) durante
10 hrs. Los conidios se recuperan por centrifugaciéon y se resuspenden en 400 mL de
agua estéril fria, se centrifugan nuevamente, y se mezclan en 25 mL de tampdn de
pretratamiento frio YED (1% extracto de levadura, 1% glucosa) y 20 mM de HEPES
(ajustado a pH 8.0 con 100 mM de Tris) y se incuban durante 1 h a 30 °C en un agitador
rotatorio a 100 rpm. Después de esta incubacion de 60 min, los conidios se centrifugan
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y se resuspenden en 2.5 mL (aproximadamente 1.6x10° conidios/mL final) de tampén de
electroporacion frio (10 mM de Tris-HCI [pH 7.5], 270 mM de sacarosa, 1 mM de acetato
de litio) y se mantienen sobre hielo. Para la electroporacion, se agregan 1 ug de ADN
linealizado a 50 pl de la suspension de conidios frios. El volumen final se ajusta a 60 pl
con agua destilada, la mezcla se incuba sobre hielo durante 15 min y luego se transfiere
a una cubeta de 0.2 cm. La electroporacion se ajusta a un voltaje de 1,000 V, la
capacitancia a 25 uF y la resistencia a 400 ohmios (la longitud del pulso entre 5.1 y 5.8
ms). Después de la electroporacion, se agrega 1 mL de YED frio a la cubeta y se
transfiere la suspension celular a un tubo estéril de 10 mL, se mantiene sobre hielo
durante 15 min y se incuba a 30 °C durante 90 min en un agitador rotatorio a 100 rpm.
Los conidios sometidos a electroporaciéon se siembran en placas de PDA suplementadas
con higromicina (50 o 150 ug/mL, segun sea el caso) y se incuban a 28 °C.

6. Transformaciéon de Trichoderma por el método de protoplastos. Balcazar-
Lépez, 2014

Para la obtencion de protoplastos, se inoculan 1x10% esporas/mL en 100 mL de medio
GYEC (1.5 g de glucosa, 0.3 g de extracto de levadura y 0.5 g de peptona de caseina),
con una suspension de 1x102 conidias/mL. El cultivo se incubd a 28 °C durante 16 horas
con agitacion constante a 180 rpm. Posteriormente, se recolectan las germinulas por
filtracion a través de tela Magitel estéril y se pesan 0.2 g de micelio fresco. En un tubo
Falcon de 50 mL estéril se colocan 0.08 g de Lysing enzymes from T. harzianum (Sigma,
Cat. L-1412) y 6 mL de solucion osmotica estéril (1.2 M sorbitol, 10 mM Tris-HCI pH 7.5,
50 mM CacClz; ajustada a pH 5.5 con KOH), posteriormente se afiaden las germinulas y
se homogenizan por inversion. La mezcla se incuba horizontalmente a 28 °C (o a
temperatura ambiente) durante 2 h con agitacion orbital de 60 rpm. La liberacion de
protoplastos se verifica al microscopio, observando estructuras circulares mas pequefias
que las esporas.

La suspension de protoplastos se filtra con mallas de 100 y 50 ym, y con canastas Cell
Strainer de 40 ym, y se lava con 2 mL de solucion osmatica. Posteriormente, se
centrifuga a 8000 rpm durante 10 min, se descarta el sobrenadante y el pellet se
resuspende suavemente en 200 pL de soluciéon osmoética. La concentracion se determina
en camara de Neubauer, ajustandola entre 1x107 y 1x108 protoplastos/mL.

Para la transformacion, se mezclan 240 pL de protoplastos con 20 pL de plasmido (10—
20 pg de DNA en solucion osmética) y se incuban en hielo durante 20 min. Se afiaden
260 pL de PEG al 40 % precalentado a 42 °C, se mezcla suavemente y se incuba a
temperatura ambiente durante 30 min. Finalmente, las mezclas de transformacion se
siembran en medio PDA selectivo con higromicina a una concentracién final de 100
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Mg/mL, se mezcla cada reaccion con PDA suave para asegurar la correcta distribucion
del antibidtico y de los protoplastos. Los controles incluyen protoplastos sin DNA
sembrados en PDA con y sin higromicina.

7. Microcultivos. Anajared-Castrejon, 2023.

Dentro de una caja Petri de vidrio se genera una camara humeda con un papel filtro en
el fondo adicionando 2 mL de agua destilada estéril, posteriormente, se realiza el montaje
de un portaobjeto sobre una base de soporte y sobre este se coloca un disco de medio
PDA (suplementado con higromicina, segun sea el caso) y dentro de este se coloca una
cantidad de esporas/mL o un pequefo pedazo de micelio del hongo de interes.
Finalmente, se coloca un cubreobjeto sobre el disco de medio y se incuba a 28 °C durante
el tiempo requerido por el hongo para crecer sobre el cubreobjeto.
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8. Alineamiento del resultado de secuenciacion de TtTmk3 vs TtTmk3 predicho

en AUGUSTUS

50 &0 70 a0 %0 100 120 130 140

AGGCAAATCATAATGGCA - CAC GTT("‘J\GAT(‘J\FFT(‘AIGGT:\(‘TFGGI\ CAGCCTGT GGG AT GGGAGI G1TTG\,T(‘TTGT(‘ G‘Trr‘rrm\r GAATGTCGC
\ ATGGCCGAGTTTGTGCGTGEGCABATCTT - - TGGCA

130
147

Consensus

ATGGCCGAGT T TGTGCGT ++GCA+ATC+ TAATGGCACCACGT TCGAGATCACC TCAAGGTAC

GACC TCCAGCC TGTGGECATGGGAGCGTT TBGTCT TGTC TGC 1C TGCGCGAG)

AGC TCACCAACC.
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T | |
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70 380 390 400 410 420
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440
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310 330 30
GGACATCTATTTCGTCACAG
SAGGACATCTATTTCGTCACAG

TMK1. 295 AGCGATATE
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AGCGATATCTTCATCTCTCGCC TCGABGACATCTATTTCGTCACAGAGCTTC T

GCACCGATC TGCACCGGTTATTA,
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GTACTTCCTC TACCAGATCATGCBAGGCC TGAAATATGT

Occupancy
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| Seq/t CTCCTCCGEACGACGTCATCAACAC TATTEC TAGCGAGAATACGT TGCGT TTCGTCAAGTCAC TACC TAAGCGAGAACGACAGCCACT TCOAAACAAGT TTAAGAATGCAGACGAT TCAGCCATTGATCTT TTGGAGCGAATGCTTGT 625
TITMK1- 742 ACTCC TCCGGACGACGTCATCAACACTAT TG TAGCCAGAATACGTTGCGT TTCGTCAAGTCAC TACC TAAGC GAGAACGACAGECAC T TCCAAACAAGT TTAAGAATGCAGACGAT TCAGCCATTGATCTT TTGGAGCGAATGCTTGT 830
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9. Analisis de varianza multifactorial para datos obtenidos de las cinéticas de

crecimiento en medio liquido

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust.
Modelo 287 18.1971  0.06340
Lineal 13 107453  0.82656
Osmolito 3 26183 087277
Concentracion Osmolito 2 0.3990  0.19930
Tiempo de Lectura 5 6075 1.21513
Cepa 3 1.6523 055078
Interacciones de 2 términas 61 5.9447  0.09745
Osmolito*Concentracion Osmolito 6 0.2686  0.04477
Osmolito*Tiempo de Lectura 15 21866  0.14577
Osmolito*Cepa 9 11060 0.12289
Concentracion Osmolito*Tiempo de Lectura 10  0.2907  0.02907
Concentracion Osmolito*Cepa 6 01116 0.01860
Tiempo de Lectura*Cepa 15 1.9811  0.13208
Interacciones de 3 términos 123 14247  0.01158
Osmolito*Concentracion Osmolito*Tiempo de Lectura 30 0.1654  0.00551
Osmaolito*Concentracion Osmolito*Cepa 18  0.0951 0.00528
Osmaolito*Tiempo de Lectura*Cepa 45 1.0476  0.02328
Concentracion Osmolito*Tiempo de Lectura*Cepa 30  0.11685  0.00388
Interacciones de 4 términos 90  0.0825 0.00092
Osmolito*Concentracion Osmolito*Tiempo de Lectura*Cepa 90  0.0825  0.00092
Error 576  0.3614  0.00063
Total 863 18.5585
Fuente Valor F Valor p
Modelo 101.06  0.000
Lineal 131742  0.000
Osmolito 1391.07  0.000
Concentracion Osmolito 31798 0.000
Tiempo de Lectura 1936.74 0.000
Cepa 877.86  0.000
Interacciones de 2 términos 155.33  0.000
Osmolito*Concentracion Osmolito 71.36  0.000
Osmolito*Tiempo de Lectura 232.34  0.000
Osmolito*Cepa 195.87 0.000
Concentracion Osmolito*Tiempo de Lectura 46.34  0.000
Concentracion Osmolito*Cepa 29.65 0.000
Tiempo de Lectura*Cepa 21051 0.000
Interacciones de 3 términos 18.46 0.000
Osmolito*Concentracion Osmolito*Tiempo de Lectura 8.79 0.000
Osmolito*Concentracion Osmolito*Cepa 842 0.000
Osmolito*Tiempo de Lectura*Cepa 37.11  0.000
Concentracion Osmolito*Tiempo de Lectura*Cepa 6.19  0.000
Interacciones de 4 términos 146 0.006
Osmolito*Concentracion Osmolito*Tiempo de Lectura*Cepa 146 0.006
Error
Total
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Absorbancia, a = 0.01)

Término 2584

Factor MNombre

Osmolito
Concentracion Osmolito
Tiempo de Lectura

Cepa

A
AB
ABC
ABD
AC
ACD
AD

oM m I

BC
BCD
BD

D

ABCD

0 1 2 3 4 5 [ 7
Efecto estandarizado

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Osmolito N Media Agrupacién
Sin Osmolito 216 0.201764 A

Sorbitol 216 0.083435 B
KCl 216 0.079944 B
MNaCl 216 0.063935 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Comparaciones por parejas de Tukey: Concentracion Osmolito

Agrupar informacion utilizando el metodo de Tukey y una confianza de 95%

Concentracién

Osmolito N Media Agrupacién
1 288 0.135962 A

2 288 0.101601 B

3 288 0.084247 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Comparaciones por parejas de Tukey: Tiempo de Lectura

Agrupar informacion utilizando el metodo de Tukey y una confianza de 95%

Tiempo de

Lectura N Media Agrupacion
24h 144 0.2571340 A

20h 144 0.178278 B

16h 144 0.107882 C

12h 144 0.058417 D
8h 144 0.026382

4h 144 0.020319

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Comparaciones por parejas de Tukey: Cepa

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Cepa N Media Agrupacion
TMK3 216 0.147389 A

HOG1 216 0.141509 A

Pyes2 216 0.102519 B

WT 216 0.037662 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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