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RESUMEN

El ambiente en el que se desarrollan la mayor parte de los hongos
filamentosos ha condicionado de forma substancial sus caracteristicas
morfolégicas y metabdlicas incidiendo asi sobre la forma de reproduccion. El
programa de desarrollo normal de la reproduccion asexual a través de la
formacion de esporas ocurre como el resultado final de la expresion genética en
respuesta a mensajes ambientales fisicos y quimicos, el cual comienza con la
germinacion de una espora para producir el crecimiento filamentoso vegetativo. El
hongo ascomiceto Trichoderma virens presenta una reproduccion asexual a
través de la formacion de conidias producidas a partir de conidiéforos no
verticilados. Trichoderma virens TVK1, una mutante originada por sustitucion del
gen tvkl de la cepa silvestre Trichoderma virens 29.8, presenta un fenotipo de
conidiacion en cultivo sumergido, atipico en la especie. El gen tvkl codifica para
una cinasa de proteinas activada por mitogenos (MAPK), misma que participa
como elemento central en rutas de sefalizacion asociada al crecimiento y a la
diferenciacion celular. Factores nutricionales son condicionantes en el desarrollo y
reproduccion de los hongos por lo que en este trabajo se estudi6 el efecto de la
naturaleza y concentracion de la fuente de N sobre la expresion del fenotipo de
diferenciacion hacia la formacion de conidias en cultivo sumergido de la mutante
TVK1 de T. virens. Bajo condiciones estandar de amonio (NH;sNO3) como fuente
de N, la cepa TVK1 presentd un comportamiento similar al de la cepa silvestre,
esto es, crecimiento vegetativo y formacioén de clamidosporas sin la formacion de
conidias verdaderas. Cuando la concentracion fue disminuida 25 o 50%, el
fenotipo de conidiacion se hizo evidente. Esta respuesta fue similar cuando se
utilizé NH4CI. Un andlisis sobre el pH del medio de cultivo durante las cinéticas de
crecimiento mostré una relacion directa con la concentracién del ion NH," utilizado
como fuente de N. Esto es, si la concentracion del idbn que se establecia al inicio
del cultivo era menor, el pH se mantenia en valores cercanos a la neutralidad.
Confirmando asi el transporte de NH;" con el de H" y a su vez con la expresion

del fenotipo de conidiacion en cultivo sumergido de la mutante TVK1.
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RESUME

(Version en inglés)

The environment where most of the filamentous fungus developed has
conditioned substantially their morphological and metabolic characteristics having
the first role over their reproduction type. The normal developed process of the
asexual reproduction with the spore formation occurs as the final result of genetic
responses to physics and chemists environmental messenges beginning with the
spore germination to produce the vegetative filament growth. The Ascomycete
fungus Trichoderma virens presents an asexual reproduction through the conidia
formation produced by conidiophores not verticilate. Trichoderma virens TVK1, a
mutant obtained from the substitution of tvkl gene in the wild type Trichoderma
virens 29.8, presents a conidiation phenotype in submerged culture untypical in
the wild type. The tvkl gene encodes to a kinase of proteins activated by mitogens
(MAPK) that take part as a central element in signalization pathways associated
with the cellular differentiation and growth. Nutritional factors condiotioned the
reproduction in fungus developed, that's why we studied in this work the
concentration and nature of N source over the expression of differentiation
phenotype toward the conidia formation in submerged culture by TVK1 mutant of
T. virens. Under this standard ammonium (NH4NO3) conditions as N source, the
TVK1 strain presented a similar behaviour to the wild type, with a vegetative
growth and clamidiospores formation without the real conidas formation. When the
concentration was decrease 25 or 50%, the conidiation phenotype was evident.
This response was similar when we used NH4Cl. An analysis of the pH in the
culture medium during the growth kinetics showed the direct relation with the NH4"
ion used as N source. This is, if the ion concentration at the beginning of the
culture was less, the pH was maintained in values close to the neutrality.
Confirming the NH," transport with H* and at the same time with the phenotype

conidiation expression in submerged culture of TVK1 mutant.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION
1.1 Aspectos generales del crecimiento y reproduccion de hongos

filamentosos

Muchos hongos tienen sélo un tipo de reduccion asexual mientras que
otros tienen dos (0o mas) los cuales pueden desarrollarse en respuesta a
diferentes estimulos ambientales. El programa de desarrollo normal de la
conidiacion de hongos comienza con la germinacion de una conida para producir
el crecimiento filamentoso vegetativo con las caracteristicas propias de un
organismo. Bajo un balance nutricional y condiciones ambientales favorables, el
crecimiento del hongo puede ser vegetativamente normal. Sin embargo, las
condiciones de crecimiento pueden cambiar y perder el balance por la deficiencia
de nutrientes y/o por cambios criticos en los parametros ambientales esenciales,
en éste caso, el crecimiento vegetativo puede cambiar, dando como resultado la
formacion de morfologia reproductiva asexual, esto es, la formacion de
conidiéforos. Morfolégicamente, los conidioforos pueden ser desde una simple
célula o un sistema de células conidiogénicas con o sin una diferenciacion
estructural que orientan el desarrollo de conidias independientemente de un
patron de micelio y tipo de medio (Garry and Bryce, 1981).

A nivel molecular, la conidiacion es el resultado de la integracion de varias
funciones celulares, cada una con una significativa y esencial aportacion durante
todo el proceso (Smith, 1978). Sin embargo, la conidiacion solo ocurre como el
resultado final de respuestas genéticas que se activan a través de mensajes
ambientales fisicos y quimicos. Esto promueve cambios en los procesos , creando
nuevos patrones celulares (Turian, 1974). Cuando las limitaciones de nutrientes
dan como resultado un desbalance en el sistema, mayores alteraciones
metabdlicas (rutas metabolicas alternas, excrecion de metabolitos intermediarios,
sintesis de nuevos polimeros y diferenciacion morfologica) ocurren (Bu'Lock,
1975; Smith, 1978).

KENIA LOPEZ GARCIA 1 QFB
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1.2 El microciclo de conidiacién como un sistema modelo para estudios de

esporulacion

El principal interés en el desarrollo de sistemas de microciclos de
esporulacion de hongos filamentosos esta relacionado con el analisis bioquimico y
genético durante la esporulacion. Para hongos filamentosos, el microciclo de
conidiacion es la produccion directa de conidiéforos y conidias por la germinacion
de las conidias (Anderson y Smith, 1971). El uso de simples y complejos sistemas
de fermentacion en el estudio de la conidiacion en hongos ha introducido nuevas
dimensiones para la comprension de ésta compleja forma de diferenciacion
(Smith, 1978). Ahora es posible examinar la conidiacién bajo un grupo controlado
de condiciones experimentales, permitiendo la explicacion de como algunos
parametros ambientales, de manera individual, como la aireacioén, temperatura,
pH, tipo de nutrientes y concentracion afectan todo el proceso.

El crecimiento en cultivos sumergidos con agitacion nos permite claramente
examinar los efectos de la composicion del medio sobre la diferenciacion en
comparacion con el método de crecimiento en superficies estaticas. No obstante,
la interpretacion de respuestas a condiciones particulares del medio es
complicada en muchos de los sistemas por la naturaleza transitoria de las
condiciones ambientales durante el crecimiento. Por ejemplo, no es posible en
algunos sistemas determinar cual de las condiciones resulta de la limitacion de
nutrientes o de la limitacion del rango de crecimiento por esa condicién (Smith and
Berry, 1976).

La induccion del ciclo de esporulacion por efecto de una variacion conjunta
de temperatura y nutrientes fue primeramente utilizada con Aspergillus niger
(Anderson y Smith, 1971). El sistema se desarrollé utilizando un medio definido de
esporulacion en agitacion con una temperatura critica de incubacion para el
proceso de conidiacion (44°C), la cual permite selectivamente el alargamiento
conidial (crecimiento apical) pero inhibiendo la formacion y germinacion del tubo.

Una reduccion siguiente de temperatura a los 30°C permitio la directa produccion

KENIA LOPEZ GARCIA 2 QFB



ESTUDIO DEL EFECTO DEL pH Y LA FUENTE DE NITROGENO SOBRE LA CONIDIACION EN CULTIVO SUMERGIDO
DE Trichoderma virens TVK1

de uno o mas conidioforos fértiles con la consecuente ausencia del desarrollo

vegetativo filamentoso.

%5

Figura 1. Esquema del microciclo de conidiacion de Aspergillus nidulans.

Variaciones de éste sistema han dado como resultado la induccion exitosa
del microciclo de esporulacién también en Penicillum urticae (Sekiguchi et al.,
1975) y Paecilomyces varioti (Anderson et a., 1978). Al igual que la induccion de
un microciclo de macroconidiacion (Cortat y Turian, 1974) y un microciclo de
microcnidiacion en Neurospora crassa (Dossier et al., 1977). En cada uno de los
casos, el sistema comprende dos etapas. La etapa 1, consiste en aplicar una
temperatura elevada que conlleva al alargamiento de la espora y la restriccion de
la hifa. La etapa 2, con una menor temperatura y la presencia de un ambiente
nutricional apropiado promueven la fase de conidiacion generando el microcilo. La
temperatura debe ser precisa en el tiempo de cada una de las etapas, y el estado
nutricional del medio es altamente especifica para cada organismo. Un resumen
de las condiciones utilizadas en cada una de las diferentes especies se presenta

en la siguiente tabla.(Cole y Brice, 1981).
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Tabla I. Temperatura y condiciones nutricionales utilizadas para inducir el Microciclo de
Conidiacion en hongos filamentosos

Condiciones utilizadas para la Etapa 1 Condiciones utilizadas para la Etapa 2

(alargamiento conidial) (desarrollo del conidioforo)
Especies Referencia® Temperatura Tiempo Condiciones del medio Temperatura Tiempo Condiciones del
°C) (h) °C) (h) medio
Aspergillus 1), (2) 41-44 24-48 Medio completo de 30 18 Mismo medio que
nidulans crecimiento para la Etapa 1
CO, promueve la Etapa 1 Glutamato promueve
la conidiacion
Penicillum 3) 37 24 Medio completo de 35 30 El cultivo es
urticae crecimiento transferido a un
medio pobre en N
Neurospora
crassa
Microciclo/ (4) 46 24-48 Medio sin nutrientes (Buffer 25 96 Mismo medio que
microconi- de fosfato) para la Etapa 1
diacion
Microciclo/ (5) 46 15 Medio completo de 25 12 Mismo medio que
macroconidi crecimiento para la Etapa 1
acion
Paecilomy- (6) 48 24 Medio completo de 40 15 Mismo medio que
ces varioti crecimiento para la Etapa 1
Glutamato promueve
la conidiacion

? Referencias: (1) Anderson y Smith (1971a); (2) Kuboye et al. (1976a); (3) Sekiguchi et al. (1975); (4) Rossier et al. (1977); (5) Cortarty
Turian (1974); (6) Anderson et al. (1978).

1.3 Trichoderma spp: clasificacion y caracteristicas generales

La clasificacion taxondmica actual para las especies del género
Trichoderma lo ubica dentro de la Division Mycota, Sub-division Eumycota, Clase
Deuteromicetes, Orden Moniliales, Familia Moniliaceae, Género Trichoderma. Su
fase perfecta (estado anamorfo) esta ubicada en la Clase Ascomycetes, Serie
Pyrenomycetes, Orden Hipocreales, Género Hypocrea (Lewis y Papavizas, 1994).
Las especies del género se caracterizan por poseer un crecimiento micelial
ramificado desarrollando hifas de 5 a 10 ym de diametro. La esporulacién asexual
ocurre de manera unicelular, a través de la formacion de conidias tipicamente de
3 a 5 ym de didmetro con una coloracion verde, las cuales son producidas en
grandes cantidades (Fig.2B). Estas conidias se generan a partir de la formacion
conidiéforos hialinos de forma larga, no verticilados (Fig.2D). Ocasionalmente
pueden formarse clamidiosporas y pueden presentarse dos 0 mas de manera

fusionada (Lewis y Papavizas, 1994).

KENIA LOPEZ GARCIA 4 QFB



ESTUDIO DEL EFECTO DEL pH Y LA FUENTE DE NITROGENO SOBRE LA CONIDIACION EN CULTIVO SUMERGIDO
DE Trichoderma virens TVK1

Figura 2. Morfologia colonial de Trichoderma, A) colonia joven con desarrollo abundante
de micelio; B) colonia madura con la formacion de anillos concéntricos de conidias; C)
representacion de la estructura tipica de un conidiéforo; D) Microfotografia de un conidiéforo,
fialides y conidias.

1.4 Trichoderma spp. en el Control Bioldgico.

Segun Baker y Cook (1974) se entiende por control biolégico la reducciéon
de la densidad o de las actividades productoras de enfermedades de un patdégeno
0 parasito, en su estado activo o durmiente, lograda de manera natural a traves
de la manipulacién del ambiente, del hospedero o de antagonistas del agente
patdogeno que se quiere controlar. Se hara referencia al control bioldgico haciendo
hincapié en la utilizacibn de microorganismos antagonistas para el control de
enfermedades, entendiéndose por antagonistas, aquellos organismos que
interfieren en la supervivencia o desarrollo de los patdégenos. Se han descrito
varios mecanismos de accion de los antagonistas para controlar el desarrollo de
una gran variedad de patdgenos. Entre otros se encuentran: antibiosis,
competencia por espacio 0 nutrientes, interacciones directas el patdégeno

(micoparasitismo, lisis enzimatica), e induccién de resistencia en la planta (Cook y
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Baker 1983). En la naturaleza existe una interaccion continua entre los
potenciales patdgenos y sus antagonistas de forma tal que éstos ultimos
contribuyen a que no haya enfermedad, es decir, el control biologico funciona de
manera natural (Cook y Baker 1983). Existen tres componentes basicos a los
sistemas del biocontrol: a) la tension altamente eficaz del agente utilizado en el
biocontrol; b) la produccién y formulacion del agente, y c) los métodos de uso que

deben permitir la accion completa del mismo (http://www.nysaes.cornell.edu).

Utilizadas como un potente agente de biocontrol contra una gran variedad
de hongos fitopatdogenos de tierra, las especies de Trichoderma, de las cuales se
conocen alrededor de 30, responden a la presencia de huéspedes con la
produccion de compuestos antibidticos, formacion de estructuras especializadas y
degradacion de la pared celular de sus huéspedes seguida de la asimilacion de su
contenido celular, mecanismo denominado como micoparasitismo (Mendoza y
col., 2003). De esta forma Trichoderma, clasificado como un hongo
hiperparasitico, tiene diversas ventajas como agente de control biolégico, pues
posee ademas de varios mecanismos antagonicos, un rapido crecimiento y
desarrollo. La mayor parte de sus especies se desarrollan en una amplia gama de
sustratos, lo cual facilita la produccién masiva para su uso en formulaciones
comerciales. Su gran tolerancia a condiciones ambientales extremas le permite
ser eficiente sobreviviendo aun en medios con contenidos significativos de
pesticidas y otros quimicos. Las principales enzimas hidroliticas producidas y que
facilitan el hiperparasitismo son quitinasas, $-1-3 glucanasas, 3-1-6 glucanasas y
proteasas (Herrera-Estrella y col.,, 2003). Las cepas de eésta especie,
transformadas para sobre expresar dichas enzimas hidroliticas han mostrado ser
mejores agentes de biocontrol en comparacion con sus cepas parentales. Como
consecuencia, éstas enzimas han sido nombradas como MRGs (mycoparasitism
related genes) (Mendoza y col., 2003).

Los productos que utilizan como base Trichoderma y que son
comercializados hoy en dia como agentes de biocontrol, estan compuestos de
concentrados de conidias en suspension, por lo que la reproduccion asexual de

éste tipo de especies es determinante para la produccién en masa de dichos
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productos. Las especies de Trichoderma mas estudiadas y utilizadas en el
desarrollo del biocontrol son: T. harzianum, T. virens, T. atroviride y T. asperellum.
Algunas preparaciones comerciales utilizan una combinacién de cepas como es el
caso de TRICHOVAB®, el cual contiene T. polysporum, T. stromatocum y T.
virens. Muchas de las cepas de Trichoderma virens (Gliocladium virens) puede
parasitar fitopatdgenos importantes en la agricultura, entre los que se incluyen:
Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani, y Pythium spp. Adicionalmente, esta especie
produce una gran variedad de metabolitos antifungicos y presentan la capacidad
de colonizar las raices plantas, promoviendo asi el fendmeno de resistencia
cruzada (Seidl, 2006).

1.5 Papel delas MAP cinasas en procesos micoparasiticos.

El micoparasitismo, ha sido propuesto como el mecanismo central de la
actividad antagonica del género Trichoderma, interfiriendo asi en la supervivencia
y/lo desarrollo de los patdgenos. ElI micoparasitismo es una interaccion hongo-
hongo que por consiguiente representan un modelo de interaccion patégeno-
huésped. Elementos de sefializacion conservados en eucariotes parecen ser
importantes en el fendmeno, como se ha descrito para las interacciones planta-
hongo ( Cortés y col., 2007).

Las MAP cinasas, enzimas activadas por mitdbgenos, son bien conocidas en
células eucarioticas por llevar a cabo la transduccion de una gran variedad de
sefales externas para regular el crecimiento y diferenciacion celular. En hongos
fitopatdgenos, recientes estudios indican que estas vias de transduccion juegan
un papel importante no solo en la regulacidon del crecimiento celular y
diferenciacion, sino también en la supervivencia, conidiacién, proliferacion,
respuestas al estrés, fertilidad y la misma patogenicidad (Rong Xu, 2000). La
cascada de las MAP cinasas estan integradas por elementos consecutivos donde
la proteina MAPKKK (cinasa de la cinasa de a MAP cinasa) activa por
fosforilacion de la MAPKK (cinasa de la MAP cinasa) y ésta a su vez a la MAPK

(MAP cinasa). Tipicamente la fosforilacién estimula la transferencia de la MAPK
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del citosol hacia el nacleo, donde ésta fosforila sobre el blanco serina/treonina a
alguna proteina reguladora de la transcripcion. Sin embargo, una porcion de la
MAPK activa se encuentra en el citoplasma para regular los efectos
postransduccionales. La activacion de MAPKKKSs puede ocurrir por la fosforilacion
a través de una proteina cinasa o por la interaccion con otras proteinas, un
proceso que puede involucrar proteinas G pequeiias (Gonzalez y col., 2002). Las
MAPKKKs no se encuentran asociadas directamente con el receptor membranal,
necesitan activarse por componentes intermediarios cuya actividad si puede
depender de él, ejemplo de ellos son la cinasa de proteina dependientes de calcio
(PKC) (Saucedo y col., 2005). Esta cascada de MAPKKK-MAPKK-MAP kinase ha
sido conservada en una gran variedad de organismos desde levaduras hasta el
humano (Herskowitz, 1995; Schaeffer y Weber, 1999). Su principal funcién
consiste en transducir los estimulos extracelulares reconocidos por los receptores
de la célula a un gran numero de moléculas blanco que en relevo integran
respuestas intracelulares altamente especificas al estimulo inicial (Ichimura y col.
2002). En células de mamiferos y levaduras, las MAP cinasas son enzimas que
se han subdividido de acuerdo a la especificidad por su sustrato y al estimulo
extracelular que regula su actividad, mientras que en las plantas no existe una
co-relacion que permita dividir a las MAP cinasas de forma analoga (Saucedo y
col. 2005).

Tabla Il. MAP Kinase Homologues and Their Posible Functions in Fungi

MAP kinase homologues

S. cerevisiae Fus3/Kssl Hogl Sh2 (Mpk1)

C. albicans Cekl CaHogl Mkcl

S. pombe Spkl Styl (Spcl, Phhl)  Smpl (Pmk1)

M. grisea Pmk1 Osml Mps1

Possible functions® Mating & filamentation  Osmoregulation Cell integrity
Hyphal growth Stress responses  Nutrient sensing
Pathogenesis Pathogenesis Pathogenesis
Conidiation Conidiation
Conidial germination Aerial hyphal growth

% Combined from functions reported in different fungi (Jin-Rong Xu, 2000).
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En muchos hongos, las rutas de sefalizacion, incluyendo la cascada de las
MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), han sido implicadas en el parasitismo
de plantas. Genes que codifican para homologos de MAPK son esenciales para el
desarrollo y patogenicidad de los hongos filamentosos. Las cinasas de proteina
activada por mitégenos (MAPK) traduce una variedad de sefiales en eucariotes,
incluyendo levaduras, donde existen cinco genes que codifican para MAPK y
transmiten sefales para reproduccion, crecimiento filamentoso, integridad celular,
respuesta a estrés osmotico y formacioén de ascosporas. En el hongo fitopatdogeno
Magnaporthe grises, por ejemplo, tres genes que codifican para MAPK han sido
identificados (Mukherjee y col., 2003). La proteina Pmk1, el prototipo de YERK1
(cinasa relacionada a sefiales extracelulares en levaduras), es indispensable para
el crecimiento y esporulacion mientras es requerido también para la diferenciacion
y crecimiento patdégeno-invasivo. Por otra parte, Fmk1l de Fusarium oxysporum es
requerido para la invasion del huésped (tomate) asi como para la transcripcion
del gen que codifica para una pectato liasa indispensable para el crecimiento
vegetativo y esporulacion (Mukherjee y col.,, 2003). Por consiguiente, una
variedad de hongos patdgenos establecen sus relaciones parasiticas a través de
una sefalizacion dependiente de una MAPK perteneciente a la clase YERK1,

Fus3 y Kssl para el caso de la levadura (Mukherjee y col., 2003).

1.6 TVK1,una MAP cinasa de Trichoderma virens

De acuerdo al alineamiento de la secuencia denominada como Tvkl de T.
virens (programa MEGALIGN-CLUSTAL, DNAS-TAR, Madison, WI), ésta
corresponde a una MAPK, similar a la actualmente reportada proteina TmkA de T.
viride IMI1306092, compartiendo un 98% de identidad con la Tmkl de T.
atroviride, un 95% con Cmk1, Pmk1 y Fmk1 de F. oxysporum, C. lagenariumy M.
grisea, respectivamente, no sin antes olvidar la identidad que comparte con Kssl
de S. cerevisiae (Mendoza y col., 2003). La delecion del gen tvkl en T. virens
29.8 reportada por Mendoza y col (2003) generd la cepa TVK1 la cual permitio

establecer el papel de las vias de transduccion relacionada con las MAPK
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asociadas al parasitismo que establece Trichoderma con otros hongos. A partir de
esta estrategia se esperaba que sobre un fondo genético nulo para tvkl, la cepa
T. virens 29.8 disminuyera su capacidad micoparasitica, con base a lo reportado
para otros hongos. Sin embargo, se observo un claro incremento en el nivel de
expresion de los genes relacionados con el micoparasitismo (aquellos que
codifican para enzimas liticas) comparada con la cepa silvestre y por lo tanto, una
eficiencia mucho mayor en el control de hongos fitopatdgenos. Adicionalmente, la
cepa TVK1 present6 un fenotipo de conidiacion en cultivo sumergido. Estos datos
colocan a tvkl como un modulador negativo de la conidiacion y la respuesta a un
huésped potencial en T. virens (Mendoza y col., 2003).

Los ciclo de vida de diversos hongos filamentosos comienza y termina en la
formacion de esporas, el proceso de conidiacion es altamente regulado para
controlar la efectividad de dispersion y supervivencia de las especies. La
conidiaciéon en cultivo sumergido es raramente estudiada. Sin embargo, la
delecién o la actividad constitutiva de elementos del AMP ciclico (PKA) o rutas de
las MAP cinasas dan como resultado una conidiacion inesperada en cultivo
sumergido en diferentes hongos filamentosos (Banno y col., 2005; Kays y sol.,
2000; Mendoza-Mendoza y col., 2003; Rocha-Ramirez y col., 2002). La delecion
de los componentes de las MAP cinasas da como resultado la produccion de
conidias en cultivos en agitacién, como es el caso de la delecion del gen nrc-1, el
cual codifica para una MEK cinasa en Neurospora crassa (Kothe y Free, 1998) y
del gen tvkl en Trichoderma virens, el cual codifica para una MAP cinasa
(Mendoza-Mendoza y col., 2003).
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CAPITULO 2

JUSTIFICACION

La produccion de conidias de las cepas de hongos utilizadas en el control
bioldgico, como es el caso del género Trichoderma, puede ser un factor limitante
para la produccion en masa de éstas y su empleo en la elaboracion de productos
biotecnolégicos comerciales. La cepa T. virens TVK1, mutante nula del gen tvkl el
cual codifica para una MAP cinasa similar a Kss1 de S. cerevisiae, presenta un
fenotipo de conidiacion en cultivo sumergido similar al proceso de reproduccion
asexual aéreo, mismo que no presenta la cepa silvestre (T. virens 29.8). Es por
ello que resulta de interés particular el estudio de los principales factores
nutricionales y fisicoquimicos, tales como la fuente de carbono, nitrégeno y pH,
que puedan influir en la capacidad de formacion de conidias por efecto de la

reproduccion asexual en cultivo sumergido de la cepa T. virens TVKL.
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CAPITULO 3

OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Estudiar la influencia de la fuente de carbono y nitrdgeno sobre la conidiacion en

cultivo sumergido de Trichoderma virens TVK1.

3.2 Objetivos Particulares

1. Determinar el efecto de la fuente de nitrogeno y carbono sobre el

crecimiento, conidiacién asi como del pH en el medio en T. virens TVKL1.

2. Establecer las condiciones optimas respecto a los factores nutricionales y
factores quimicos (pH) que promuevan una produccion mayor de conidias

en cultivo sumergido de la cepa T. virens TVK1.

KENIA LOPEZ GARCIA 12 QFB



ESTUDIO DEL EFECTO DEL pH Y LA FUENTE DE NITROGENO SOBRE LA CONIDIACION EN CULTIVO SUMERGIDO
DE Trichoderma virens TVK1

CAPITULO 4
MATERIALES Y METODOS
MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPO
4.1 Microorganismos

Las cepas de hongos utilizadas en los ensayos fueron: Trichoderma virens
29.8 (wild type) y Trichoderma virens TVK1 (mutante). Ambas cepas fueron
provistas por el CINVESTAV-IPN Unidad Irapuato (Mendoza-Mendoza, A., et al.
2003).

4.2 Medios de Cultivo

Los medios de cultivo utilizados fueron: a) Agar Papa Dextrosa (PDA) (BD
Bioxon), preparado segun las especificaciones del proveedor; b) Medio Minimo
VOGUEL (VMG) (Davis, R. L. y D. Deserres. 1970); preparado a partir de un
stock 50X [750 ml de medio de: (150 g citrato de Nas, 5 72 H,O; 2509 KH2PO4
anhidro; 100 g NH4NO3 anhidro; 10 g MgSQ,, 7 H,0; 5 g CaCl,, 2 H,0) Solucién
de Elementos Traza (5 ml)(5 g Acido citrico, 1 H,O; 5 g ZnSO, 7 H,O; 1 g
Fe(NH4)2(S04)2,6 H20; 0.25 g CuS0O4,5 H,0; 0.05 g MnSO4,1 H,0; 0.05 g H3BO3
anhidro; 0.05 g Na,M00O,,2 H,0)]. Todos los medios de cultivo fueron esterilizados
por calor himedo en autoclave a 121 °C (15 Ib/in) por 15 min.

El medio liquido VMG se prepar6 en diferentes versiones de acuerdo a la
Tabla I: NN25 (NH4sNO3 25mM), NN12.5 (NH4sNO3 12.5mM), NH25 (NH4Cl 25mM),
NH12.5 (NH4Cl 12.5mM), NO25 (KNO3; 25mM) y NO12.5 (KNO3 12.5mM).
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Tabla lll. Esquema de preparacion del medio liquido VMG.

Medio * Stock 2M Stock 2M Stock 50X Medio
Fuente de N (ml) Glucosa (ml) Voguel (ml)
NN25 1.250 55 2mi
NN12.5 0.625 5.5 2mi
NH25 1.250 55 2mi
NH12.5 0.625 55 2mi
NO25 1.250 55 2mi
NO12.5 0.625 55 2mi

*Para preparar 100ml de medio.

Brevemente, la preparacion de los medios liquidos VMG se llevo a cabo
adicionando 70ml de agua destilada a los matraces. Posteriormente se agregaron
5.5 ml correspondientes la fuente de C (Glucosa), 2 ml de solucion stock 50X de
Voguel y finalmente la fuente de N a partir del stock 2M, 0.625 ml (12.5mM) y
1.250 ml (25mM).

4.3 Reactivos

Solucion Stock de Nitrato de Amonio (NHsNO3) 2 M (J. T. Baker®).
Solucion Stock de Cloruro de Amonio (NH4CI) 2 M. Solucién Stock de Nitrato de
Potasio (KNOsz) 2 M. Solucion Stock de Acido Tartarico 10% (J. T. Baker®).
Solucion Stock de Hidroxido de Sodio (NaOH) 2N (J. T. Baker®). Cada una de las
soluciones Stock utilizadas se prepararon diluyendo la cantidad en peso del
reactivo, en frascos con tapa, en agua destilada y esterilizando en calor humedo

como se indica en la Tabla Il.
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Tabla IV. Preparacién de las soluciones Stock

Reactivo gr del Reactivo Concentracién del
Stock
NH4NO; 16.008 2M
NH,CI 10.692 2M
KNO3 20,02 2M
Acido Tartarico 10 10%
NaOH 8 2N

*Para preparar 100ml de Stock (w/v)

4.4 Equipo

Incubadora Rotatoria (ENVIRON SHAKER-®-). Campana de Flujo Laminar
(MINIHELIC® DWYER INSTRUMENTS INC). Equipo de Filtracion al vacio
(SIEMENS®). Estufa (felisa HORNO). Bascula analitica (Sartorius® BL120S).
Microscopio (ZEIZZ). Potenciometro (HANNA®). Desecador.

METODOS
4.5 Cultivo y propagacion de las cepas de Trichoderma

Cajas con medio PDA se inocularon colocando una alicuota de 20 pl,
correspondiente al volumen de una gota de suspension de conidias, en el centro
de la caja y se incubaron a una temperatura de 28°C por un periodo de 5 a 7 dias.
4.6 Preparacion de la suspension de conidias

A partir de un cultivo de Trichoderma de 7 dias se realizo la cosecha de
conidias agregando 5ml de agua destilada-estéril y raspando suavemente con una

espatula sobre la superficie de la colonia evitando arrastrar demasiado micelio. La

suspension asi obtenida se filtré sobre tela estéril (marca comercial: magitel) y se
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conservé a 4°C por un periodo no mayor a 30 dias (un periodo mayor a los 30
dias de conservacion altera la respuesta metabdlica de las conidias durante los
ensayos y genera resultados no reproducibles). El conteo de conidas se llevo a
cabo con ayuda de wuna camara de Neubauer (Improved bright-line-
MARIENFELD). Este procedimiento se llevd a cabo realizando una dilucion
conocida de la suspension de conidias original y colocando en la camara una
alicuota correspondiente a 10 pl. La concentracion total final de la suspension se

obtiene con la siguiente formula:

(No.esporas)(5)(F.D.)(10000)= Conidias/ml

Donde: No. Esporas corresponde al nUmero de esporas que se encuentran en 5
de los cuadrantes de la camara, cuatro correspondientes a cada una de las
esquinas y el cuadrante central de la camara; el (5) corresponde al factor que
multiplicado da el total de cuadrantes; F.D es el factor de dilucién, 10000 es una
Constante y Esporas/ml es el nimero de conidias en 1 ml de la suspension

evaluada.

4.7 Cinética de crecimiento en cultivo sumergido

Matraces conteniendo 100 ml de los medios liquidos VMG anteriormente
descritos (ver Medios de Cultivo) fueron inoculados con 1X10° esporas/ml. Los
medios se incubaron a 28°C y 150 rpm en la incubadora rotatoria por un periodo
de 84h. Los parametros de pH, biomasa y analisis microscopico se evaluaron
cada 12h.
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4.8 Determinacion de la biomasa durante la cinética de crecimiento en

cultivo sumergido

El crecimiento (biomasa) se determin6 por el método de Peso Seco. Para
ésta determinacion se tomoO una alicuota de 5ml de cada uno de los cultivos
utilizando puntas cuyo extremo mas delgado fue recortado a fin de permitir el
paso del micelio generado. Posterior a la recoleccion de la alicuota, ésta se filtré
al vacio en a través de papel filtro de un poro de 2.7 um (WHATMAN* tipo GF/D).
El papel filtro, previamente puesto a peso constante se obtuvo mediante un
procedimiento que consistio en cortar el papel en cuadros de 5 x 5cm, se
colocaron en la estufa a una temperatura 80°C durante 12 h, al término de éstas
se colocaron en un desecador para evitar que éstos adquirieran humedad del
medio, las piezas de papel se mantuvieron en el desecador por 15min para que
se atemperaran. Pasado este tiempo se tom6 un primer peso en la balanza
analitica. Posteriormente se colocaron por segunda ocasion en la estufa siguiendo
el mismo protocolo antes descrito para finalmente tomar un segundo peso. Los
pesos registrados se promediaron a fin de obtener el peso constante final. Las
muestras de biomasa fueron sometidas al mismo procedimiento para peso
constante. Para calcular la cantidad de biomasa obtenida se restd el peso
constante del papel al peso del papel con micelio. La incubacion repetida de los
papeles en la estufa por periodos de 12 h nos garantiza un margen de error
menor al llevar a cabo los reportes de cinética de crecimiento apartando las
condiciones y factores externos que puedan influir y alterar de manera directa en

un aumento o disminucién de la biomasa final obtenida.

4.9 Determinacion del pH durante la cinética de crecimiento en cultivo

sumergido

El monitoreo del parametro de pH se realiz6 de cada uno de los cultivos a

los tiempos establecidos para cada ensayo. Para ésto se tomé una alicuota de 1
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ml en un tubo de ensayo y se dejé sedimentar por unos minutos. Al sobrenadante

se le determinoé el pH de forma directa.

4.10 Observacion microscopica del crecimiento

A partir de cada uno de los cultivos y segun los tiempos sefialados para
cada experimento se tomaron alicuotas del micelio con ayuda de una micropipeta.
El micelio asi obtenido se colocé en un portaobjetos adicionando 10ml de azul de
lactofenol e incubandose durante 1min (tiempo necesario para que la muestra se
tina correctamente). La muestra fue observada a través de un microscopio optico

para fotodocumentar el crecimiento y desarrollo.

4.11 Evaluacion del crecimiento en cultivo sumergido a pH constante

El crecimiento de las cepas fue evaluado en medios liquidos a pH
constante, para este fin se utiliz6 una solucion de Acido Tartarico al 10% (w/v) y
una solucion Stock de NaOH 2 N para llevar a cabo el ajuste de pH (3.5 6 5.75
segun sea el caso). Los medios utilizados en este ensayo fueron: NH25 pH 5.75,
NH12.5 pH 3.5, NO25 pH 3.5 y 5.75, NO12.5 pH 3.5 y 5.75. cada uno de los
medios fue inoculado ya sea con esporas 0 micelio de acuerdo al siguiente
esquema:

a) conidias: para cada uno de los medios previamente ajustados en su pH se
inocularon 1X10°onidias. Una vez inoculados, se incubaron de acuerdo al
procedimiento estandar y se monitoreo el pH cada 12h hasta las 84h manteniendo
el pH inicial a través de la adicion de acido tartarico 10% o NaOH 2N segun
corresponda.

b) micelio: EI micelio utilizado como inéculo para éste ensayo se preparé a partir
de la siembra de conidias de cada una de las cepas utilizadas (TVK1 y 29.8) en
VMG utilizando como fuente de N: NH4NOsz; 25 mM. Después de 36h de
incubacion se colecto el micelio por filtracion al vacio sobre papel filtro estéril, el

micelio asi obtenido se fraccionod las porciones necesarias con ayuda de un bisturi
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estéril. Cada una de las porciones sirvio como inoculo para los medios
previamente preparados para continuar con su incubacién bajo las mismas
condiciones de T° (28°C) y de rotacion (150 rpm). El monitoreo de pH se realizé
cada 12 h y hasta las 84h a través de una alicuota de 1ml de medio y realizando
el ajuste correspondiente de pH a 3.5 0 5.75 con las soluciones de acido tratarico
10% o NaOH 2N.

412 Estadistica

Respecto a las estadisticas reportadas cabe destacar que los ensayos de
monitoreo de pH, biomasa y cinética de crecimiento (peso seco) se realizaron dos
veces, cada una por duplicado. De cada uno de los ensayos por duplicado se
obtuvo una media (La media, que nos devuelve la media de la porcion interior de
un conjunto de datos) para rangos de pH la obtuvimos sumando los dos valores
de los medios duplicados y dividiendo el resultado entre dos. Para la cinética de
crecimiento, sumamos los pesos secos de los duplicados de la misma
concentracion (misma utilizada para pH) y dividiendo el resultado final en dos.
Finalmente se promedio con la media de la segunda repeticion. De ésta manera
se obtuvieron resultados reproducibles y confiables con un margen de error
minimo. Se calcul6 también la desviacion estandar, indicada en las curvas
reportadas, para cada uno de los datos. La desviacion estandar es una medida
(cuadratica) que informa de la media de distancias que tienen los datos respecto
de su media aritmética, expresada en las mismas unidades que la variable. Esta
se calcula en una hoja de calculo convencional Excel insertando los datos

correspondientes.
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CAPITULO 5
RESULTADOS

5.1 Efecto de la fuente de C sobre el crecimiento y conidiacion de

Trichoderma virens TVK1

Con el fin de estudiar la influencia de la fuente de C sobre la conidiacion en
cultivo sumergido de la cepa TVK1, se montaron cultivos en MM utilizando ya sea
dextrosa (DEX), sacarosa (SAC) y citrato (CIT) como unica fuente de C. El medio
contenia 25mM de NH4sNO3; como fuente de N (concentracion reportada para el
Medio Voguel). Bajo estas condiciones no pudo observarse el fenotipo de
conidiacion, independientemente del tipo de fuente de C utilizada. Con base en
estos resultados, se procedié a variar la fuente de N en concentraciones
decrecientes manteniendo la fuente de C en su concentracion original. Cuando la
concentracion de la fuente de N fue de 18.5y 12.5mM, se observé claramente la
formacion de conidias como habian sido originalmente reportada (Figura 4 C,
NN18.5, NN12.5). Esta respuesta solo se obtuvo cuando dextrosa y sacarosa
fueron utilizadas como fuente de C. Con el fin de establecer un comparativo
respecto a la respuesta, se cuantificé el nimero de conidias producidas en cada
condicion a las 96h de cultivo. En el medio NN12.5-DEX se obtuvo el mayor
ndmero de conidias (130x10° conidias/ml) mientras que para NN12.5-SAC la
concentracion obtenida fue de 106x10° conidias/ml. Para la concentracién de
18.75mM y dextrosa permite una produccion de conidias mayor que la obtenida
con sacarosa. Cuando se utilizo citrato como fuente de C, no se observo la
formacion de conidias independientemente de la concentracion de la fuente de N

y del tiempo establecido para ello (Figura 3).
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M DEX MSAC w CIT

12,5

18,8

Concentracién mM

25

1] 20 40 60 80 100 120 140

No. conidias X10%/ml

Figura 3. Determinacion de la produccién de conidias de la cepa Trichoderma virens
TVK1. El numero de conidias fue cuantificado a partir de cultivos de 96h de la mutante TVK1
crecida en MM con diferentes fuentes de C (DEX, SAC Y CIT) y diferentes concentraciones de
NH;NO3; (NN25, NN18.75 y NN12.5).

De manera clara, la conidiacion pudo detectarse a simple vista por la
coloracion verde caracteristica de las conidias presentes en el cultivo (Figura 4C).
En los cultivos NN-CIT, no solo se observo la inhibicion de la conidiacion de la
cepa TVK1, sino de alguna manera se inhibié también el crecimiento sin importar
la concentracion de la fuente de N utilizada. Respecto a la biomasa, las cinéticas
de crecimiento que se muestran en la figura 4A, ponen en evidencia que la cepa
TVK1 crece mejor en aquellos cultivos donde se utilizé dextrosa como fuente de
C, alcanzando una biomasa correspondiente a 9 g/l en el cultivo NN25,
siguiéndole muy de cerca aquel cultivo donde se empled sacarosa con la misma
concentracion de N con una biomasa de 7 g/l. Por otra parte y respecto al
monitoreo del pH en el medio, en aquellos cultivos que contenian citrato y las tres
diferentes concentraciones utilizadas de nuestra fuente de N, el patron es muy
similar, incrementando el pH de un valor inicial de 6.8 hasta un pH proximo a 9 en
el cultivo NN25 y de 8.0 en NN12.5 al final del cultivo (Figura 4B). Las cinéticas

de pH para los cultivos donde se utilizé dextrosa y sacarosa, los cultivos con las
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concentraciones de 18.75 mM y 12.5 mM siguieron un curso donde el pH
aumenta del inicial hasta un punto maximo de 6.2 en el cultivo NN18.75-DEX y de
6.5 para NN18.75-SAC al final del cultivo. La cinética de pH para los medios
NN12.5 adicionados con dextrosa y sacarosa alcanzaron su punto maximo de pH
correspondiente, para ambos casos, de 7.5 a las 72 h. Sin embargo, los
resultados para los cultivos NN25 con dextrosa y sacarosa mostraron |lo contrario
de las cinéticas anteriores, esto es, un decremento significativo en el pH inicial

hasta 3.5 final en ambos casos (Figura 4, B).
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5.2 Efecto de la utilizacion de NH4Cl como fuente de N sobre el crecimiento

y conidiacion de Trichoderma virens TVK1

Para poder determinar si alguna de las dos sales de nitrégeno de las que
se compone la fuente de N inicial utilizada (NH4NO3) producia efectos particulares
sobre el fenotipo de conidiacion, crecimiento y metabolismo de T. virens TVK1, se
prepararon inicialmente medios VMG utilizando NH,Cl como fuente de N (ver
medios de cultivo). Se llevd a cabo el monitoreo de biomasa, pH y
documentacion fotografica de la formacion de conidias. El ensayo consistio en
hacer crecer conidias de la cepa T. virens 29.8 y la mutante TVK1 en medios
conteniendo diferentes concentraciones de la fuente de N y utilizando Glucosa
como fuente de C. La conidiacion de TVK1 en el cultivo NH fue observada con
claridad a la concentracion de 12.5 mM no asi cuando se utilizd 25 mM de la
misma fuente. Por otra parte, la cepa silvestre 29.8 no presenté cambio alguno en
su patron de crecimiento, permaneciendo de forma micelial independientemente
de la concentracion de N utilizada (Figura 5C). La cuantificacion de conidias se
realizé solo en los medios de cultivo de TVK1 a las 60h. Para el cultivo NH12.5 la

concentracion obtenida fue de 85x10° conidias/ml (Figura 5).

B NHACI mKNO3

Concentracion mM
K
(&2}

N
a

T
(o] 10 20 30 40 50 60 70 80 90

No. conidias X10 ¢/ml

Figura 5. Determinacién de la produccion de conidias en la cepa Trichoderma virens
TVK1. El numero de conidias fue cuantificado a partir de cultivos de 60h de la mutante TVK1
crecida en los medios NH25, NH12.5, NO25 y NO12.5.

KENIA LOPEZ GARCIA 24 QFB



ESTUDIO DEL EFECTO DEL pH Y LA FUENTE DE NITROGENO SOBRE LA CONIDIACION EN CULTIVO SUMERGIDO
DE Trichoderma virens TVK1

Las cinéticas de crecimiento para TVK1 muestraron una produccion de
biomasa en el cultivo NH25 de 5.3 g/L y de 3 g/L para el cultivo NH12.5 (Figura
7A). Por otra parte, nuestro control, la cepa silvestre 29.8 presentd una mayor
biomasa también en el cultivo NH25 de 5.8 g/L y de 3.8 g/L en el cultivo NH12.5
(Figura 6A). Por otra parte, el seguimiento del pH, resultado del metabolismo
propio de cada una de las cepas, mostraron una reduccion de este parametro de
5.8 a 3 para TVK1 (Figura 7B) en la concentracion de 25 mM a las 60h de cultivo
y de 5.8 a 3.5 para la cepa 29.8 (Figura 6B). El pH en el medio NH12.5 también
se redujo del inicial para la cepa silvestre (29.8) alcanzando un pH de 4.75 al final
del cultivo. De manera notoria el pH de TVK1 bajo estas mismas condiciones,
tuvo un descenso inicial de pH a 4.8 a las 48h pero posteriormente se elevo hasta

5.5 hacia el final de la cinética (Figuras 6C y 7C).
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5.3 Efecto de la utilizacién de KNOs; como fuente d.e N sobre el crecimiento

y conidiacion de Trichoderma virens TVK1

Se prepararon los medios NO25 y NO12.5 (ver materiales y metodos) en
los que se crecieron conidias de la cepa TVK1 y 29.8 (control) y de ésa manera
observar la influencia en funcion de utilizar KNO3 como fuente de N. El fenotipo de
conidiacion no se presento en ninguno de los cultivos de 29.8 (Figura 8C). TVK1,
por otra parte, no tuvo problemas en la diferenciacion de su crecimiento y asi
desarrollar las estructuras especializadas denominadas conidioforos (Apéndice,
figura 13) produciendo una cantidad considerable de conidias apreciadas a
simple vista en el medio por su coloracién verde intenso caracteristica propia de
estas (Figura 9C). La determinacion de la producciéon de conidias en los cultivos
de TVK1 reportada a las 60 h fue de 32x10° y de 28x10° conidias/ml para los
cultivos NO25 y NO12.5 respectivamente (Figura 5).

La generacion de biomasa como se muestra en las cinéticas de crecimiento
de la figura 9 seccion A, presenta el crecimiento obtenido para TVK1 en el cultivo
NO12.5 de 3.8 g/L y para el cultivo NO25 de 3.2 g/L. Por otra parte, la biomasa de
29.8 en el cultivo NO12.5 alcanz6 una produccion de 3.1 g/L y de 3.0 g/L para
NO25 y NO12.5 respectivamente (Figura 8A). Los resultados del seguimiento del
pH en el medio en nuestro control mostré un incremento del pH inicial de 5.8 a 6.2
en el cultivo NO12.5 y a 6.6 en NO25 (Figura 8B). Por otra parte y para la cepa
TVK1, el aumento en el pH es de 1.8 puntos en el cultivo NO12.5 y de 1.95 para

el cultivo NO25 respecto al inicial que fue de 5.8 (Figura 9B).
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ESTUDIO DEL EFECTO DEL pH Y LA FUENTE DE NITROGENO SOBRE LA CONIDIACION EN CULTIVO
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5.4 Evaluacién del crecimiento y diferenciacién en cultivo sumergido de

TVK1 aun pHdefinido y constante

Después de los resultados obtenidos sobre la influencia del NH4Cl sobre
el fenotipo de conidiacién en la mutante TVK1 y su relacién con el pH, se
procedid a evaluar el crecimiento de TVK1 en cultivo sumergido NH25 y
NH12.5 a un pH constante y determinar la influencia directa de éste sobre el
fenotipo. Cuando se evalu6 la conidiacién en el medio NH25, ésta no se
observo cuando el pH no fue ajustado, como ya habia sido observado (Figura
10A). Sin embargo, cuando se utilizé este mismo medio pero con un pH
constante de 5.75 la formacion de conidias se hizo evidente (Figura 10A). Por
otro lado en el medio NH12.5 con ajuste a pH 3.5 la conidiacion estuvo ausente
durante todo el desarrollo del ensayo, siendo que en esta misma concentracion
se habia demostrado el fenotipo tipico de la mutante TVK1 pero sin el ajuste

correspondiente de pH (Figura 10B).

Control

Control pH 3.5

Figura 10. Evaluacién del efecto de un pH constante sobre el fenotipo de conidiacién
en de T. virens TVK1. A) documentacion fotografica del fenotipo de conidiacion obtenido en
MM NH25 sin ajuste (izquierda) y con ajuste de pH (derecha). B) documentacion fotografica del
fenotipo de conidiacion obtenido en MM NH12.5. sin ajuste (izquierda) y con ajuste de pH
(derecha).
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CAPITULO 6

DISCUSION

Factores fisicos y bidticos del ambiente tienen un impacto de permanencia y
supervivencia en cada uno de los organismos. Para el caso particular de los hongos
filamentosos y de algunas levaduras bajo un balance nutricional y condiciones
ambientales favorables, el crecimiento es preferencialmente vegetativo. Sin embargo,
las condiciones de crecimiento pueden cambiar y perder el balance por la deficiencia
de nutrientes y/o por cambios criticos en los parametros ambientales esenciales, en
éste caso, el crecimiento vegetativo puede cambiar, dando como resultado para el
caso de muchos hongos filamentosos la presencia de la morfologia reproductiva
asexual a través del desarrollo de estructuras bien diferenciadas y la consecuente
formacién de esporas.

Las especies pertenecientes al género Trichoderma se reproducen de manera
vegetativa a través de la formacion de un micelio abundante blanco algodonoso
compuesto de hifas hialinas septadas. Bajo algunas condiciones ambientales
especificas (exposicion a la luz, limitacién en la concentracion de fuentes de Ny Cy
dafio mecanico directo) las hifas de Trichoderma se diferencian en conidioforos no
ramificados a partir de los cuales se forman conidias tipicamente pigmentadas (color
verde intenso) (Lewis y Papavizas, 1994). Trichoderma virens TVK1, una mutante
nula en el gen tvkl, posee un fenotipo de conidiacién en cultivo sumergido,
caracteristica que no presentan las cepas silvestres del género. Debido a que el
fendmenos de diferenciacién es estimulado por varios factores entre los que se
cuenta aquel relacionado con nutrientes, se disefié un primer ensayo para determinar
el efecto de la fuente de C sobre la conidiacion en cultivo sumergido de TVK1. Para
ello se utilizaron: dextrosa -DEX- (mondsacarido, incapaz de hidrolizarse en uno mas
simple y principal fuente de energia para la mayor parte de las células eucariotas),
sacarosa —SAC- (disacarido que al hidrolizarse genera dos monosacaridos: glucosa y
fructosa) y citrato —CIT- (intermediario mediato del ciclo de Krebs). El fenotipo de

conidiacién estuvo ausente utilizando cada una de las diferentes fuentes de C en el
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medio de cultivo (Figura 3C). Estos resultados formularon la hipotesis de que el
factor limitante podria ser la fuente de N, misma que fue NH4NO; utilizada a una
concentracion de 25mM (Davis, R. L. y D. Deserres. 1970). Con esto en mente se
procedio a crecer conidias de TVK1 en medios conteniendo diferentes
concentraciones de la fuente de N y la utilizacion de las mismas fuentes de C con el
fin de descartar la influencia total de éstas ultimas sobre la expresion del fenotipo. Al
término del ensayo, la conidiacién fue evidenciada a través de la presencia de una
coloracion verde caracteristica de las conidias. Esta caracteristica del cultivo se hizo
evidente en aquellos cultivos donde se utiliz6 una menor concentracion de la fuente
de N a la reportada para el medio Vogel (NN18.75, NN12.5) en combinacién con
DEX y SAC como fuente de C (Figura 3C). Respecto a la determinacion de la
concentracion de conidias presentes en dichos cultivos se observé que en el medio
NN12.5 se obtiene el doble de conidias respecto al medio NN18.75 (en ambas
fuentes de C, DEX y SAC), habiendo una mayor produccién en aquellos en los
cuales se utiliz6 DEX como fuente de C (Figura 2). La evaluacién del crecimiento a
través de la produccién de biomasa en los cultivos NN25 y NN18.5 utilizando DEX
como fuente de C alcanzan el mismo nivel, esto es 9 g/L a las 108 h de incubacion.
Este comportamiento es similar para los cultivos en medio NN25 y NN18.75
utilizando SAC como fuente de C habiendo solo un ligero incremento de 0.2 g/L para
el cultivo NN25 (7.0 en comparacion con 6.8 g/L del medio NN12.5). Este resultado
puede interpretarse de forma tal que la dextrosa es la fuente de C preferida para la
mutante TVK1, no sélo para su crecimiento sino también para la produccién y
expresion del fenotipo de conidiacion. Para el caso de la utilizacion de CIT como
fuente de C, fue claro que independientemente de la concentracion de la fuente de N
utilizada, la cepa TVK1 no presento el proceso de diferenciacion hacia la produccion
de conidias. Debido a que el citrato es un intermediario mediato del ciclo de Krebs y
funge como buffer manteniendo un pH constante en el cultivo, la variacion del pH es
minima dando como resultado no solo la inhibicién el fenotipo de conidiacion sino la
represion en gran medida el crecimiento del hongo. Por otra parte y respecto a los
resultados sobre el seguimiento del pH en el medio, es de destacar una reduccion
del pH inicial (5.8) en los medios NN25 DEX y SAC hasta 3.2 puntos al final del
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cultivo (108h) (Fig. 4C). En ambos casos este factor podria ser causa de la
inhibicibn de la expresion del fenotipo caracteristico de la mutante TVK1
independientemente de la fuente de C.

El N es un elemento basico para la vida, ya que forma parte de dos tipos de
macromoléculas: proteinas y acidos nucleicos. Es importante también mencionar que
las interconversiones de las distintas especies de N conforman el ciclo bioquimico de
dicho elemento, en el que participan organismos procariotas Yy eucariotas,
destacando las bacterias (Richardson et al., 1999). Con los datos obtenidos del
primer ensayo como resultado de la utilizacibn de NH4sNO3; como fuente de N, y
relacionando las condiciones nutricionales que de alguna manera bloguean el
fenotipo de conidiacion de la cepa TVK1, se procedié a utilizar dos fuentes de N: a)
NH,4CI, una fuente primaria de N, y b) KNO3z una fuente considerada como secundaria
por el hecho de requerir un proceso de reduccién antes de ser utilizada como
substrato. La separacion de la fuente de N inicial utilizada se llevo a cabo con el fin
de poder observar su influencia como substrato sobre el fenotipo de conidiaciéon y su
incidencia sobre el metabolismo del hongo que conlleva al cambio del pH en el
medio. En este planteamiento experimental se utilizé glucosa como fuente de C, el
monosacarido con el papel principal del metabolismo de plantas, animales y muchos
de los microorganismos (Nelson y Cox, 2005).

El fenotipo de conidiacién de la cepa TVK1 se present6 en los cultivos NO25,
NO12.5 y NH12.5, inhibiéndose so6lo en el cultivo NH25 el cual alcanza un pH acido
de hasta 3 en comparacion con los demas cultivos. Estos resultados coinciden con
aquellos obtenidos por Benitez y col. (2004), quienes reportaron una acidificacion
asociada al consumo de amonio en T. harzianum independientemente de la
concentracién de glucosa utilizada. Esta acidificacion no resulta de la liberacion de
acidos organicos sino posiblemente de H+, como ocurre durante la fermentacién de
S. cerevisiae (Benitez y col., 2004). Cuando es amonio la fuente de N se produce un
grado de acidificacion que no tiene lugar cuando la levadura crece con urea 0 con
otras fuentes alternativas de nitrégeno. Con esto, se podria pensar que la
acidificacion observada en los ensayos con T. virens TVK1 es mucho mayor a

concentraciones mayores de amonio y una aproximacién a la neutralidad en los
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cultivos donde se utilizd nitrato. Esto es, si el amonio esté relacionado al transporte
extracelular de H” y la consecutiva acidificacion del medio de cultivo donde crece el
hongo, el nitrato estd asociado entonces al cotransporte intracelular de los mismos
produciendo la alcalinizacién del cultivo y asi las condiciones de pH 6ptimo para la
expresion del fenotipo de conidiacion en la cepa mutante TVK1. Asi como S.
cerevisiae y T. harzianum son hongos aciddéfilos moderados, que bajan el pH por
debajo de 2.0 cuando crecen activamente en medios con glucosa y amonio, el cultivo
de TVK1 en NH25 presenta también una acidificacién marcada (3.2). La respuesta a
condiciones de acidez o de basicidad en hongos ha sido descrita a nivel molecular.
Factores de transcripcion como PacC en T. harzianum y otros hongos filamentosos,
asi como RIM101 en S. cerevisiae y otras levaduras controlan la expresion de
numerosos genes, entre los cuales se cuentan aquellos que codifican para
hidrolasas, transportadores de azucares, proteinas integrales de la pared celular,
entre otros (Benitez y col., 2004). En TVK1, la ruta relacionada a la expresion del
fenotipo de conidiacion en cultivo sumergido corresponde a la ruta de las MAP
cinasas, de ahi, y con los resultados hasta ahora obtenidos, se puede sospechar de
la presencia de una ruta alterna relacionada indirectamente con la ruta de las MAP
cinasas pero regulada por factores ambientales de pH con un efecto directo sobre la
expresion de aquellos genes responsables de la diferenciacion del hongo en su fase
de reproduccion asexual. Respecto a la produccién en biomasa de TVK1 en los
cultivos NH25 y NH12.5 se puede deducir que el NH4CIl es un buen sustrato como
fuente de N al haber una produccion de 5.2 g/L en el cultivo NH25 y de 3.0 g/L en el
cultivo NH12.5 habiendo una relacion directa entre concentracion del ion NH," vy la
produccion de biomasa (Figura 7). Por otra parte, el KNO3 como fuente de N es dificil
de utilizar por parte de Trichoderma, aunque la expresion del fenotipo se hizo
presente en ambos condiciones de cultivo (Figura 9C), una produccion en biomasa
equivalente a 3.0 g/L en el cultivo NO25 y de 3.6 g/L en el cultivo NO12.5 indican que
el suministro de una concentracion hipotéticamente elevada de KNO3 tiende a
saturar el sistema de transporte inhibiendo el crecimiento del hongo (Figura 9A).

De acuerdo a los resultados obtenidos, se deduce que el fenotipo de

conidiacion de la cepa mutante TVK1, el cual se presenta por la delecién del gen

KENIA LOPEZ GARCIA 35 QFB



ESTUDIO DEL EFECTO DEL pH Y LA FUENTE DE NITROGENO SOBRE LA CONIDIACION EN CULTIVO SUMERGIDO DE
Trichoderma virens TVK1

tvkl, y el cual no presenta la cepa silvestre 29.8, es inhibido por una concentracion
de 25 mM de una fuente de N que contenga NH," como fuente primaria. Apoyando la
existencia de una ruta extra pero directamente relacionada con la ruta de las MAP
cinasas, asociada con la transduccién de sefiales que dirigen el proceso de
diferenciacion y crecimiento celular. La existencia de otra posible ruta con relacion
directa sobre el fenotipo de conidiacion y la ruta de las MAP cinasas influenciada
directamente por los valores de pH del cultivo, se apoya por los resultados obtenidos
del crecimiento de la cepa silvestre 29.8 en las mismas condiciones. La cepa
silvestre 29.8 no presento el fenotipo de conidiacion aun cuando se cultivé en medios
con concentraciones de la fuente de N permisibles para la diferenciacion celular
(Figura 6C; Figura 8C).

La concentraciéon de conidias producida en los diferentes cultivos en los que
se presentd el fenotipo, fue mayor en el cultivo NH12.5 (88x10° conidias/ml de
medio) incluso mas que la suma conjunta de las conidias presentes en los cultivos
NO25 y NO12.5 (32 y 26 x10° conidias/ml de medio respectivamente) demostrando
que aunque la utilizacion de NH;" a una concentracion de 25 mM inhibe la
conidiacién, una concentracion de 12.5 mM es la concentracién Optima para una
produccion de conidias (Figura 5).

De acuerdo con Caracuel y col. (2003) el pH extracelular actia como una
sefial para el desarrollo de los programas de crecimiento, diferenciacion y virulencia
de hongos patdgenos sobre humanos, plantas e insectos. La expresion de genes en
respuesta a ambientes con valores diferentes de pH diferentes es regulada a través
de una cascada de sefializacion conservada integrada, por lo menos, de los
productor de 6 pares de genes y cuyo componente terminal es el factor de
transcripcion PacC/Rim1p.

El valor de pH oOptimo para el crecimiento de los hongos, puede variar entre
cepas y especies como resultado de que el medio de cultivo donde crece un hongo
es directamente influenciado por el potencial de hidrogeno incidiendo sobre el
caracter iénico del medio y sobre las proteinas de la membrana y la actividad de las
enzimas directamente ligadas a la pared celular. EI pH del medio es a tal grado

importante que aunque las condiciones de temperatura y nutrientes sean 6ptimos, si
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el pH del medio donde crece un hongo no es el adecuado, el crecimiento se vera
afectado. Por otra parte, el valor de pH del medio se ve afectado por el crecimiento
del hongo mismo, por ejemplo, Rajarathnam y Bano (1998) comentan que las fuentes
de nitrégeno producen cambios importantes en el valor de pH del medio, de tal
manera que las sales de amonio ocasionan que el medio en el que crece una cepa
de Pleurotus se acidifiqgue y que las sales de nitrato lo vuelvan alcalino. (Sanchez, 19
)

De acuerdo a los valores de pH obtenidos en los ensayos previamente
descritos, y la posible relacién que se le adjudica a la ruta hipotética independiente
de la ruta de las MAP cinasas, se realizo el Ultimo ensayo donde se mantuvieron los
cultivos a pH constante (3.5 y 5.75) bajo condiciones permisivas y no permisivas del
fenotipo de conidiacion de TVK1 respecto a la fuente de N (NH12.5 y NH25
respectivamente). El ensayo se llevo a cabo para ambas cepas, 29.8 y su mutante
TVK1, con el fin de confirmar la relacion de esta posible ruta respecto a la ruta de las
MAP cinasas, siendo esta Ultima inoperante en la cepa mutante. Si al hacer el ajuste
de pH y si dicha ruta no estuviera relacionada con la ruta de las MAP cinasas, la
cepa silvestre 29.8 debiera conidiar. Sin embargo, el fenotipo en la cepa silvestre se
mantuvo sin cambio confirmando la relacién propuesta. Los resultados obtenidos
para TVK1 fueron a la inversa y de acuerdo a lo esperado. Esto es, el cultivo donde
la concentracion de N era permisiva (NH12.5) para el fenotipo de conidiacion y el pH
se mantuvo &cido (3.5), el desarrollo de estructuras reproductivas se inhibié. Por el
contrario, cuando el medio era no permisivo (NH25) pero esta vez con un pH
constante de 5.75 la conidiacién de TVK1 fue abundante. Con estos resultados se
demuestra la existencia de una ruta alternativa que regula la expresién de genes
relacionados con la diferenciacién celular, la cual es controlada negativamente por la
MAP cinasa denominada Tvkl en T. virens (Figura 11). Asi mismo, resulta clara la
influencia de la concentracion del i6n NH," en la acidificacion del medio,
probablemente a través de un transporte (antiporte) acoplado a H*. En hongos se
han descrito varios transportadores del i6n NH;" y el funcionamiento de los mismos

esta ligado a elementos en la transduccion de sefiales (Figura 11).
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Genes de conidiacion

Figura 11. Mecanismo propuesto de la interrelacion del pH sobre la expresion del fenotipo de
conidiacién de Trichoderma virens TVK1.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

* EI fenotipo de conidiacion que caracteriza a la cepa mutante TVK1 de
Trichoderma virens esta directamente regulado por la concentracion de NH4"
en el medio.

e El transporte de NH;" en T. virens esta acoplado a la expulsion de H*, por lo
gue la acidez resultado de este fenbmeno es la condicibn que permite la
diferenciacion hacia la conidiacion en cultivo sumergido de TVKL1.

» La utilizacion de NOs; como fuente de N esta asociado al cotransporte de H* lo
gue genera un pH alcalino en el cultivo y consecuentemente la expresion del
programa de desarrollo asexual.

* El amonio es una fuente de N preferida sobre el nitrato generando una mayor

produccion de biomasa.
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Evaluacion del crecimiento en cultivo sumergido de la cepa T. virens 29.8 a pH

constante

VMG control VMG pH 5.75 constante

Figura 12. Evaluacion del efecto de un pH constante sobre el fenotipo de conidiacién en
cultivo sumergido de T. virens 29.8. A) documentacioén fotografica del fenotipo de conidiacion obtenido
en MM NH25 sin ajuste (izquierda) y con ajuste de pH (derecha). B) documentacion fotografica del
fenotipo de conidiacion obtenido en MM NH12.5. sin ajuste (izquierda) y con ajuste de pH (derecha).
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Relacion del efecto de la fuente de Ny pH sobre el crecimiento y conidiacion de
T. virens 29.8 y Trichoderma virens TVKL1 en cultivo sumergido

Tabla V . Cinética de crecimiento, monitoreo de pH y efecto en la conidiacion de T. virens TVK1 y T.
virens 29.8 en cultivo sumergido VMG con un tiempo de incubacién de 84h.

Condicion Cepa Crecimiento pH Conidiacion
(9/L)
29.8 5.92 3.28 No
NH,CI 25 mM
TVK1 5.24 3.53 Si
29.8 3.67 4.76 No
NH,CI 12.5 mM
TVK1 2.97 5.43 No
29.8 2.98 6.62 No
KNO3 25 mM
TVK1 3.16 7.76 Si
29.8 3.07 6.15 No
KNO3 12.5 mM
TVK1 3.73 7.57 Si
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