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Efecto de diferentes condiciones de estrés sobre el crecimiento vegetativo
del hongo filamentoso Acremonium chrysogenum.
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Resiimen

El hongo filamentoso Acremonium chrysogenum produce una mezcla de sustancias antibioticas,
entre las que destaca la cefalosporina C. Con una participacion de mercado del 50% para la
cefalosporina C y sus derivados semisintéticos, desempefian un importante rol en la industria
farmacéutica. Debido a su amplio espectro de efectividad contra las bacterias Gram (+) y Gram (-),
la cefalosporina C es un farmaco importante, producido Unicamente por A. chrysogenum. Las
condiciones ambientales inducen adaptaciones en los seres vivos, que responden modificando sus
procesos bioldgicos para lograr su supervivencia. Estas respuestas pueden evaluarse in vitro para
dilucidar el efecto del estrés fisioldgico en el desarrollo. De esta manera, en este trabajo se evalu6 el
efecto de diferentes osmolitos, del peréxido de hidrégeno y la luz blanca sobre el crecimiento
vegetativo de A. chrysogenum. Se observ6 un incremento del crecimiento de A. chrysogenum en
condiciones de NaCl 0,5 M, mientras que frente al KCI fue osmosensible, deduciéndose una
osmoadaptacion al NaCl. El glicerol solamente mostré efectos inhibidores del crecimiento a
concentraciones de 1M. Por otro lado, A. chrysogenum presentd tolerancia al estrés oxidativo
inducido por el peroxido, incluso a concentraciones de 100 mM. Finalmente, un fotoperiodo LD
(12/12) estimuld el desarrollo del hongo, mientras que en condiciones LL la tasa de crecimiento fue
similar a la observada en la condicion de control (DD).

Palabras clave: Acremonium chrysogenum, estrés osmatico, estrés oxidativo, estrés luminico.

Abstract

The filamentous fungus Acremonium chrysogenum produces a mixture of antibiotic substances,
including the B-lactam cephalosporin C. With a market share of 50% cephalosporin C and its
semisynthetic derivatives, play a major role in the pharmaceutical industry. Because of its broad
spectrum effectiveness against Gram-positive and Gram—negative bacteria, cephalosporin C is an
important drug, produced solely by A. chrysogenum. The environmental conditions induce
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adaptations in living beings, which respond by modifying their biological processes to achieve their
survival. These responses can be evaluated in vitro to elucidate the effect of physiological stress on
development. In this way, the effect of different osmolytes, hydrogen peroxide and white light on the
vegetative growth of A. chrysogenum, was evaluated in this investigation. It was observed that the
growth of A. chrysogenum was stimulated under conditions of 0.5M NaCl, while it showed
osmosensitivity to KCI, deducting an osmoadaptation to NaCl. Glycerol showed growth inhibitory
effects slolely at concentrations of 1M. On the other hand, A. chrysogenum showed tolerance to
oxidative stress induced by peroxide, even at concentrations of 100mM. Finally, a photoperiod LD
(12/12) stimulated the development of the fungus, whereas in LL conditions the growth rate was
similar to that observed in the control condition (DD).

Palabras clave: Acremonium chrysogenum, osmotic stress, oxidative stress, light stress.
1. Introduccion:

Los hongos filamentosos de la division Ascomycota son uno de los grupos de organismos eucariotas
de mayor importancia por sus aplicaciones en diferentes campos de la actividad humana (Garcia-Rico
& Fierro, 2017). Tal vez, el sector en el que se ha conseguido el mayor impacto es el relacionado con
la salud, no tanto por su capacidad patdgena, sino debido a la diversidad de metabolitos secundarios
que producen y que pueden producir, por lo que el estudio y busqueda de hongos filamentosos es uno
de los frentes de trabajo en la bisqueda de nuevas sustancias bioactivas (Schueffler & Anke, 2014;
Chavez et al., 2015; Alberti et al., 2017). En este sentido, en la clase Sordariomycetes, destaca
Acremonium chrysogenum, ya que se trata del hongo que produce naturalmente cefalosporina C y
precursores de diferentes derivados antibidticos ampliamente comercializados como el acido 7-amino
cefalosporinico (Velasco et al., 2000; Hu & Zhu, 2016). A dia de hoy, la ruta de produccion de
cefalosporina ha sido ampliamente estudiada dando paso a la evolucién de varias generaciones de
cefalosporinas las cuales han sido clasificadas acorde a su espectro de accion (Ozcengiz & Demain,
2013).

En hongos filamentosos, se ha encontrado que existe un estrecho vinculo entre el desarrollo biol6gico
del hongo y su metabolismo secundario. Como ejemplos de lo anterior, podemos citar el caso de las
subunidades alfa de proteinas G heterotriméricas (Garcia-Rico et al., 2017) y el complejo Velvet
(Bayram & Braus, 2012). En A. chrysogenum este vinculo ha sido evidente, puesto que la formacion
de artrosporas en pleno proceso fermentativo ha sido asociado con la eficiencia en la produccién del
antibidtico (Kluge & Kiick, 2018). A nivel molecular, esta relacion también ha sido demostrada en
A. chrysogenum, ya que la proteina ACVEA regula la produccion del antibiotico y afecta a la
fragmentacion hifal en la produccidn de artrosporas (Dreyer et al., 2007). Adicionalmente, se ha visto
como la formacion de autofagosomas afecta tanto la conidiacién como la produccidon de cefaosporina
(Wang et al., 2014).

Tomando en cuenta este vinculo entre la morfogénesis y el metabolismo secundario, existe
claramente un contraste en la investigacion en torno a A. chrysogenum, ya que mientras que la ruta
biosintética de las cefalosporinas ha sido ampliamente estudiada (Ozcengiz & Demain, 2013), y
varios estudios han analizado la influencia de diferentes pardmetros nutricionales y fisicoquimicos
sobre la expresion de genes involucrados directa o indirectamente en la produccion de cefalosporina
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C (L6pez-Calleja et al., 2012; Liu et al., 2018), los procesos de desarrollo bioldgico del hongo y sus

mecanismos reguladores apenas han sido abordados.

Lo anterior adquiere una mayor relevancia si se considera que se ha reportado que algunos de los
procesos relacionados con los niveles de produccion del antibidtico, como la artrosporacion, se ven
afectados por las condiciones de estrés osmatico y oxidativo a los que se puede ver enfrentado el
hongo durante su desarrollo en medios de cultivo (Kluge & Kiick, 2018). A su vez, los mecanismos
fisiologicos pueden verse afectados por el reloj bioldgico intrinseco de los hongos, que es inherente
al movimiento rotacional de la tierra, derivando en ciclos circadianos dependientes de luz (Dunlap &
Loros, 2017). En estos ciclos, participan proteinas capaces de detectar la luz y de activar sefiales de
respuesta fisiolégica y morfoldgica (Schumacher, 2017).

Por lo tanto, adicional al poco conocimiento que se tiene sobre la morfofisiologia de A. chrysogenum,
se hace necesario conocer su comportamiento ante diferentes condiciones de estrés, las cuales pueden
estar determinadas por los factores abidticos que se presentan durante el cultivo del hongo en medio
solido y liquido (fermentaciones). En consecuencia, el presente estudio ofrece una descripcién del
efecto de agentes causantes de estrés osmético, oxidativo y luminico sobre la tasa de crecimiento
apical del hongo en medio de cultivo solido.

2. Materiales y Métodos
2.1.  Cepay condiciones de cultivo.

La cepa silvestre de Acremonium chrysogenum ATC11550 fue conservada en soluciones de glicerol
al 40% a -70°C. Para preparar y ejecutar los ensayos de respuesta a estrés, A. chrysogenum fue
cultivado en medio liquido y sélido. EI medio liquido CCM, compuesto por Sacarosa 3 g/l, medio
TSB (Triptic Soy Broth) 5 g/l, extracto de carne (Difco) 1 g/l, extracto de levadura 1 g/l, Glucosa 15
g/l, NaCl 0.5 g/l, K2ZHPO4 0.5 g/l, MgS04+7H20 0.5 g/l, FeSO4 0.018 g/l, aforado con agua
destilada, fue balanceado con HCI (1M) o NaOH (1M), segln el caso, hasta obtener un pH de 6,8
(adaptado de Rangel et al., 2008). Para obtener el medio sélido se afiadié agar-agar hasta una
concentracion final de 2 %. Los medios de cultivo fueron esterilizados a 15 Ibs, 121 °C por 15 min,
en autoclave.

Para el medio sélido, se usaron placas Petri estériles de 90X15mm, las cuales una vez servidas fueron
preincubadas a 26°C por 48 horas en total oscuridad antes de ser inoculadas. En el caso del medio
liquido se usaron matraces de 250ml en agitacion constante a 26°C/250 rpm durante 7 dias,
conteniendo 45ml medio complejo de cultivo (CCM) inoculado con 5ml de una suspension de
conidios de 1x105 conidios/ml.

2.2. Obtencidn del inéculo

A partir de un cultivo en medio liquido se extrajo el micelio por centrifugacion a 4000 rpm durante
20 minutos, descartando el sobrenadante. El botdn de micelio fue lavado tres veces consecutivamente,
con 5ml de solucién salina NaCl 0,85% p/v. La totalidad del micelio fue depositado en un tubo para
centrifugadora de 50ml, al que se adicionaron 20 ml de solucién salina y 10-15 perlas de vidrio de
4mm de didmetro. Posteriormente el micelio fue macerado por virtex hasta obtener una suspension
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fangica homogénea de fragmentos hifales, la cual fue lavada dos veces con solucion amortiguadora
de fosfatos (PBS). Antes de cada ensayo se establecio la viabilidad de los fragmentos hifales
mediante tincidn con rojo neutro, para esto se tomo una alicuota de 100l que fue centrifugada a 4000
rpm/10 min, el sobrenadante fue descartado y el micelio fue lavado dos veces con agua destilada
estéril, y un tercer lavado se hizo con PBS. Posteriormente el micelio fue resuspendido con 200ul de
rojo neutro y la suspension se incubd durante 1h a 26°C. La viabilidad de los fragmentos se
contabilizé en cAmara de Neubauer (Fukuda et al., 1996).

La suspensién micelial fue sometida a diluciones sucesivas hasta obtener una concentracion de 1x106
fragmentos hifales viables mi-1, de la cual se tomaron 10l que fueron sembrados en masivo sobre
15ml de medio CCM solido servido en cajas de Petri de 90mmx15mm, garantizando la misma
concentracion de inoculo para cada tratamiento objeto de estudio.

2.3.  Anadlisis de la Respuesta de A. chrysogenum a condiciones de estrés.

El andlisis de la respuesta a condiciones de estrés, se realiz6 en medio agar CCM, teniendo como
condicion control los cultivos sin ser sometidos a los tratamientos estresantes. Todos los ensayos
fueron configurados por triplicado en tres experimentos independientes, incluido el control.

A partir de cultivos del hongo en medio s6lido CCM incubado a 26°C por 48horas, se extrajeron
bocados de 5mm de diametro y 2mm de alto, cubiertos de micelio sin formacién de conidiéforos.
Estos discos de agar fueron insertados centralmente en placas Petri con 15ml de agar CCM, el cual
habia sido suplementado con el agente generador de estrés. En el caso del estrés osmdtico, se usaron
tres osmolitos: NaCl, KCl y glicerol, que fueron ensayados a concentraciones de 0,5 M y 1,0M. En
la evaluacion del estrés oxidativo, se emple6 el agente oxidante H202 a concentraciones de 50mM y
100mM (Shin & Yu, 2013). En todos los casos, las placas Petri fueron incubadas total oscuridad a
26°C durante 15 dias.

El efecto de la luz se verifico sobre cultivos en agar CCM inoculados centralmente con el disco de
agar, tal como ya fue descrito. Las placas inoculadas fueron incubadas a 26°C durante 24 horas en
total oscuridad (DD). Posteriormente, se dividieron en el grupo control (DD), el que fue sometido a
radiacion de luz blanca en un fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas oscuridad (LD) y el grupo que
sufrid la radiacion de luz blanca de manera constante (LL). La temperatura de incubacién se mantuvo
en 26°C.

2.4.  Tomay analisis de datos.

Para todos los tratamientos, luego de 24 horas, se demarcé el crecimiento de las colonias y
posteriormente se siguid la demarcacion en anillos concéntricos del crecimiento del micelio tomando
como referencia el reverso de la colonia. Las mediciones fueron registradas fotograficamente y
mediante el uso del software ImageJ se estimé la extension radial diferencial entre los tiempos de
medicion, que obedecieron a intervalos de 48 horas. Finalmente, se procedi6 a analizar la cinética de
crecimiento y determinar la tasa de extension apical en mm/h (Torrent et al., 2017).

Los resultados obtenidos fueron analizados con el software estadistico SPSS vs 21 de IBM. Teniendo
en cuenta la distribucion de los datos y las medidas de tendencia central, se llevaron a cabo analisis
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paramétricos y no paramétricos, asi como andlisis de comparacion multiple de muestras con un nivel
de confianza del 95,0% (p > 0,05).

3. Resultados y Discusion.
3.1. A. chrysogenum tolera condiciones de estrés oxidativo generadas por perdxido de hidrogeno.

El conjunto de los datos mostraron unas medias con unas desviaciones estandar similares entre si, por
lo que con base en su analisis (ANOVA) podemos decir que la exposicion de A. chrysogenum a un
agente oxidante fuerte como el perdxido de hidrégeno, en concentraciones de 50 mM y 100 mM, no
tuvo un efecto estadisticamente significativo, sobre la tasa de crecimiento apical (Fig. 1).
Adicionalmente, tampoco se observaron alteraciones fenotipicas fuera de lo comun, que pudieran
relacionarse con este tipo de estrés. Estos resultados sugieren que A. chrysogenum debe presentar
una maquinaria intracelular capaz de mantener el balance redox frente a agentes oxidantes fuertes, lo
que le permite soportar el estrés oxidativo sin tener afectaciones graves en su desarrollo vegetativo.

Este hallazgo tiene soporte en la poca literatura que existe al respecto, puesto que en A. chrysogenum,
los mecanismos de respuesta a estrés oxidativo estdn mediados por especies antioxidantes, entre las
que se encuentran proteinas altamente conservadas en eucariotas como: catalasas, tioredoxinas,
glutaredoxinas, peroxiredoxinas, superoxido dismutasas (Long et al., 2012; Liu et al., 2013; Wang et
al., 2014). Lo interesante en este hongo, es que estudios moleculares han podido establecer que en
respuesta a las condiciones oxidantes del medio, participan proteinas que son claves en procesos
basicos de su desarrollo, como la autofagia y la artrosporacion (Wang et al., 2014; Kluge & Kiick,
2018). Se ha reportado como la ausencia de una proteina que promueve el desarrollo de artrosporas
(Acmstl), produjo un fenotipo sensible al estrés oxidativo (Kluge & Kiick, 2018), mientras que la
ausencia de la proteina clave en la formacién de autofagosomas, Acatgl, generd un fenotipo
fuertemente resistente al estrés oxidativo (Wang et al., 2014). Teniendo en cuenta que la formacion
de artrosporas es un proceso habitual que sucede en el desarrollo del hongo, bajo condiciones
nutricionales normales, y que la autofagia es un recurso de supervivencia del hongo frente a
condiciones de escases nutricional, en la que se recurre a la degradacion de componentes celulares
para reciclar nutrientes, resulta I6gico considerar que mientras el proceso autofagico permanezca
reprimido y las condiciones del entorno permitan la artrosporacion, el hongo muestre resistencia al
estrés oxidativo. Lo anterior concuerda con lo observado, ya que las mediciones se hicieron en
condiciones nutricionales normales, sin someter al hongo a estrés nutricional.
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Figura 1. Comparacion del crecimiento apical de A. chrysogenum en medio sélido bajo condiciones
de estrés oxidativo. Se muestran las tasas de extension apical (mm/h) en medio CCM con
concentraciones de 50mM y 100mM de H202, en comparacion con la condicién control (CCM sin
H202). Las barras de error representan la desviacion estandar de tres réplicas en tres experimentos
independientes.

3.2. Larespuesta de A. chrysogenum frente a estrés osmatico, depende de la naturaleza del osmolito
empleado.

Uno de los factores que no solo afecta el ciclo de vida de los hongos, sino que puede conducirlos a la
muerte, es el aumento de la osmolaridad externa en un rango mayor a la fisiolégica, condicién que
deriva en estrés hiperosmotico. Frente a esta condicion medioambiental los hongos han desarrollado
un mecanismo protector mediante la movilizacion de solutos compatibles, que conduce a su
acumulacion. Los solutos compatibles son sustancias orgénicas de bajo peso molecular, altamente
solubles, como azUcares, polioles y aminoacidos, empleados por el hongo para balancear la
osmolaridad previniendo la perdida de agua (Duran et al., 2010; Boudreau et al., 2013). Esta
capacidad de osmoadaptacion es crucial en las rutas de biosintesis de metabolitos, siendo el estrés
osmético un factor critico en la produccion de enzimas de interés en fermentaciones industriales
(Duran et al., 2010).

Al someter al hongo a condiciones de estrés osmotico, la respuesta del mismo estuvo influenciada
por el osmolito utilizado. Cuando se emple6 NaCl se observd que una concentracion de 0,5 M
propicio un incremento de alrededor del 50% en su velocidad de crecimiento sobre medio sélido. Este
llamativo resultado contrasta con lo observado al usar la misma concentracion de KCI, condicion en
la que el hongo disminuy6 su crecimiento, logrando una tasa cercana al 75% de la tasa presentada en
condiciones control. Si continuamos con la comparacion, podemos destacar que al someter a A.
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chrysogenum a una concentracion de 1 M de KClI, el efecto represor del crecimiento fue muy notorio,
ya que apenas alcanzd un 18% de la tasa registrada para el mismo hongo sin el osmolito; mientras
que por su parte, una concentracion de 1 M de NaCl produjo una leve afectacion del crecimiento (Fig.
2A). Lo anterior nos indica un comportamiento osmotolerante cuando el osmolito usado es el NaCl,
mientras que hay osmosensibilidad cuando el osmolito es el KCI (Fig. 2B).

La osmoadaptacion frente a elementos usualmente téxicos como el sodio, en especial cuando en su
habitat se presentan constantemente concentraciones altas de sales, explican el efecto observado por
el NaCl sobre la tasa de crecimiento de A. chrysogenum, puesto que se trata de un hongo filamentoso
de origen marino, que fue aislado en 1945 (Brotzu, 1948) de aguas del mar mediterraneo de la isla de
Cerdefia (Italia). Esta osmotolerancia es un comportamiento observado en hongos de origen marino,
mientras que la osmosensibilidad se ha registrado en hongos de origen terrestre como Fusarium
graminearum, Penicillium roqueforti y Aspergillus niger donde el NaCl a bajas concentraciones es
tolerado, mientras que a concentraciones superiores al 0,2M NaCl causan una disminucion en la tasa
de crecimiento apical (Ochiai et al., 2007; Samapundo et al., 2010).
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Figura 2. Efecto del estrés osmético en el crecimiento de A. chrysogenum en medio solido. Se
calcularon las tasas de extensién apical (mm/h) en medio CCM suplementado con (A) NaCl, (B) KCI
y (C) Glicerol, a concentraciones finales de 0,5M y 1M, en comparacién con la condicion control
(CCM sin osmolito). Las barras de error representan la desviacion estandar de tres réplicas en tres
experimentos independientes. EI simbolo * indica que el incremento o disminucién en la tasa de la
condicion evaluada fue estadisticamente significativa (p < 0.05 ANOVA test) en comparacion con la
condicion control.

La alcalinizacién del medio de cultivo por la presencia de potasio, conlleva a la salida de calcio y un
posterior ingreso de potasio al interior celular. Este ingreso de potasio ocurre por intercambio de un
proton H+ que acidifica el medio externo. Si la salida de calcio, es alta, es probable que el
requerimiento minimo de calcio necesario para la extension apical del hongo no se cumpla, y sea la
causal del drastico decrecimiento observado en A. chrysogenum en un ensayo realizado en medio
CCM, que no ofrece fuente de calcio extracelular.

De otra parte, en presencia de glicerol no se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre
las tasas de crecimiento de las colonias sometidas a un entorno con 0,5 M del osmolito y las colonias
de los controles (Fig. 2C). Sin embargo, a una concentracion de 1M la velocidad de crecimiento
fluctué en torno al 60% de la velocidad registrada en la condicidn control. En este caso, debemos
considerar que la respuesta a diversos tipos de estrés involucra la ruta de sefializacion HOG, que es
bien conservada en hongos aun cuando no sea idéntica para todas las especies, (Duran, et al., 2010).
La ruta HOG es responsable de mantener un balance de agua en condiciones hiperosméticas e
hipoosmoticas, e induce la sintesis y acumulacion de glicerol, que es un “osmolito compatible”.

Los osmolitos compatibles son acumulados en la célula para contrarrestar los efectos de la
deshidratacion generada por estrés osmdtico y tienen la caracteristica de acumularse en grandes
cantidades sin afectar el funcionamiento de la célula. El glicerol es también utilizado como fuente de
carbono y como agente de proteccion frente a estrés térmico, y es acumulado intracelularmente
cuando hay una alta ésmosis externa (Bahn & Jung, 2013). Debido a su condicién de osmolito
organico y compatible, y segun los resultados obtenidos, se hacen necesarias concentraciones de 1M
0 superiores para conseguir un efecto negativo sobre el crecimiento vegetativo de A. chrysogenum.

3.2. El fotoperiodo 12/12 promueve el crecimiento de A. chrysogenum.

Cuando A. chrysogenum fue sometido a condiciones de oscuridad permanente (DD), usada como
condicion control, se registré una tasa de extension apical en torno a 0,07 mm/h (Fig. 3). Este
resultado fue similar al observado cuando las condiciones de crecimiento fueron de iluminacion
permanente (LL) con luz blanca. De manera que la total oscuridad o la constante iluminacién no
afectaron significativamente la tasa de crecimiento vegetativo del hongo (Fig. 3). Sin embargo,
cuando el hongo fue expuesto a condiciones cambiantes de luz y oscuridad, usando una
fotoperiodicidad de 12 h de luz blanca vs. 12 h de oscuridad (LD), se observo un efecto estimulador
del crecimiento, consiguiendo un incremento de alrededor de un 35% en la tasa de extension apical.

El movimiento de rotacion del planeta, determina periodos de exposicion a la radiacion luminica, que
comprende un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad diariamente, frente al cual los hongos
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han desarrollado diversos fotoreceptores que le permiten obtener informacion sobre el medio
(Cockrell et al., 2015; Dunlap & Loros, 2017; Schumacher et al., 2017). En diversos hongos
filamentosos de los géneros Neurospora, Aspergillus, Botrytis, Fusarium y Trichoderma, entre otros,
han sido observados patrones de respuesta en los cambios fenotipicos de las colonias expuestas a la
luz, indicando la presencia de un ritmo circadiano, el cual también afecta el metabolismo secundario
(Greene et al., 2003; Salichos & Rokas, 2010; Castrillo & Avalos, 2014; Cockrell et al., 2015;
Schumacher et al., 2017). Por su parte, en hongos como Cryptococcus neoformans, Neurospora
crassa, Monascus purpureus, lIsaria farinosa, Emericella nidulans, Fusarium verticillioides y
Penicillium purpurogenum se ha observado que la exposicion a la luz LD reduce el crecimiento
vegetativo y promueve el desarrollo de hifas aéreas y la conidiogéneis (ldnurm & Heitman, 2005;
Velmurugan et al., 2010), comportamiento que resulta opuesto a lo observado en A. chrysogenum,
donde la exposicién a un fotoperiodo de luz blanca LD, tuvo un efecto estimulante del desarrollo
hifal.

Los hongos reaccionan a la iluminacion de diferentes formas, generando cambios en el crecimiento
en presencia de luz, o por efecto de pulsos de iluminacion, que tienen un papel regulador del estado
sexual/asexual del hongo (ldnurm & Heitman, 2005; Brandhoff et al., 2017). Por ejemplo, en N.
crassa y Trichoderma atroviride, la exposicion a la luz da paso a la conidiogéneisis, observandose la
formacion de anillos concéntricos de micelio aéreo y conidios, alternando con anillos concéntricos
de micelio vegetativo (Yoshida et al., 2008). Al analizar el fenotipo macroscopico de A. chrysogenum
no se observo la formacién de bandas de conidiacion e interbandas sin formacion de hifas aéreas, que
son tipicas del ritmo circadiano (Dunlap & Loros, 2017). Incluso A. chrysogenum, luego de 48 horas
de crecimiento, desarrollé conidioforos de manera independiente al tiempo de exposicion a la luz,
distribuidos principalmente hacia el centro de la colonia. Es decir, que A. chrysogenum no mostrd
indicios de ritmicidad asociada al crecimiento hifal, para los fotoperiodos empleados, por lo que es
posible que carezca de ritmo circadiano. La ausencia de ritmos circadianos en hongos se relaciona
con la autosostenibilidad y estabilidad de los estados metabélicos (Cockrell et al., 2015), una
caracteristica deseable en organismos de uso industrial y un hallazgo que podria explicar la capacidad
de A. chrysogenum para adaptarse a nuevos ambientes (Karaffa, et al., 2003) y para desarrollar hifas
de crecimiento rapido que fueron observadas en la macromorfologia de las colonias en condiciones
de crecimiento normales y bajo condiciones de estrés.
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Figura 3. Crecimiento de A. chrysogenum en diferentes condiciones de fotoperiodicidad. Se indican
las tasas de extensién apical (mm/h) del hongo en condiciones de radiacién de luz blanca en un
fotoperiodo diario de 12 horas luz/12 horas oscuridad (LD), de 24 h/dia (LL), en comparacion con la
condicion control (oscuridad permanente DD). Las barras de error representan la desviacion estandar
de tres réplicas en tres experimentos independientes. EI simbolo * indica que el incremento en la
condicion evaluada fue estadisticamente significativa (p < 0.05 ANOVA test) en comparacion con la
condicién control.

Conclusiones

El estrés oxidativo generado por el uso de peréxido de hidrogeno, como agente oxidante, en
concentraciones de hasta 100mM, fue tolerado muy bien por el hongo filamentoso A. chrysogenum,
ya que no afect6 ni su fenotipo, ni su tasa de crecimiento en medio de cultivo sélido.

La tolerancia del hongo a condiciones de estrés osmotico fue variada dependiendo del osmolito
utilizado. El uso de KCI permitié evidenciar el efecto negativo del estrés osmatico sobre el
crecimiento del hongo, al registrarse una dréstica disminucién de la tasa de extension apical a
concentraciones de 1 M. Mientras que una concentracion de 0,5M de NaCl generd un efecto positivo
sobre el crecimiento vegetativo. Por su parte, el estrés osmotico generado por el uso de glicerol fue
atenuado por su condicién de osmolito compatible.

El estrés luminico LL no afect6 la tasa de crecimiento del hongo, mientras que la condicién LD la
incremento.

Finalmente, aquellas condiciones estresantes evaluadas en este trabajo y que se encuentran en el
habitat natural del hongo, permitieron poner en evidencia una adaptacion evolutiva. Tal adaptacion
se refleja en dos hallazgos de este estudio: la osmotolerancia de A. chrysogenum frente a NaCl vy el
efecto estimulador del crecimiento vegetativo que ejerce la fotoperiodicidad LD (12/12).
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