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RESUMEN

Las especies de Trichoderma se encuentran de manera natural en un numero importante de
suelos agricolas y otros tipos de medios como en desechos vegetales en descomposicion asi
como en la madera, la esporulacion asexual ocurre de manera unicelular, a través de la
formacioén de conidias tipicas de 3 a 5 um de didmetro con una coloracion verde. Estas
conidias se generan en grandes cantidades a partir de la formacion de conididforos hialinos de
forma larga, no verticilados. En Trichoderma la conidiacion puede ser inducida por 2 vias:
estrés nutricional y luz. Cuando la conidiacion es inducida por estrés nutricional la formacion
de conidias tiene lugar principalmente en la parte central de la colonia, donde los nutrientes se
han agotado. Cuando la conidiacion es inducida por luz, un pulso luminoso es suficiente para
inducir la conidiacién en una colonia que crece en obscuridad. La esporulacion en hongos
puede ser estimulada por otros factores, especialmente por aquellos que involucran algun tipo
de estrés. En el caso de Trichoderma, éste esporula cuando el crecimiento ha cubierto por
completo la caja Petri, lo cual es debido posiblemente a la limitacion de nutrientes. El
metabolismo de los carbohidratos también ha sido relacionado fuertemente con las vias que
conducen a la esporulacion. Se ha observado que la limitacion de carbono en el medio de
cultivo provoca la esporulacion de Trichoderma y otros hongos. En este trabajo se reporta el
efecto de la limitacion de diferentes fuentes de Nitrégeno sobre la conidiacion y crecimiento
de Trichoderma atroviride IMI y las mutantes BLR1-BLR2 (originadas por una interrupcion
en los genes blrl y blr2), cuyos productos son responsables de la regulacion de la respuesta a
la luz, asi como las mutantes SEBLRS (resultado de una sobreexpresion de los genes blrl y
blr2) , ASBLUSs (obtenidas del cambio de sentido de la cadena de DNA de algunos genes blu
llamadas antisentido) y SEBLUS (resultado de la sobreexpresion de los genes blu). La
limitacion de la fuente de N como NH,"' promovié un aumento en la produccién de conidias
en las mutantes BLR en presencia de luz, sobresaliendo la BLR2 en la velocidad de
crecimiento sin importar la concentracion de amonio utilizada. La utilizacion de NO;™ es
similar al del amonio entre la cepa parental y las BLR, teniendo el nitrato un efecto notorio
sobre el crecimiento y conidiacion en la condicion limitante. Mientras que las mutantes

SEBLR 1-8 y SEBLR 2-13 no mostraron respuesta alguna en la limitacion de amonio. Las
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mutantes ASBLU y SEBLU tuvieron valores de produccion de conidias inferiores al de la cepa
parental en amonio, mientras que en nitrato algunas cepas mostraron una mayor produccion

como en el caso de la ASBLU 5-2 y ASBLU 7-1.
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INTRODUCCION

1. La luz y el efecto sobre los seres vivos

La supervivencia de los seres vivos depende de su habilidad para detectar y responder
apropiadamente a cambios en su ambiente extracelular. La luz es uno de los factores
ambientales mas importantes para la existencia de vida en nuestro planeta y su apropiada
percepcion en los seres vivos es por lo tanto de suma importancia. La luz solar es
especialmente importante para plantas y muchos otros organismos tanto unicelulares como

pluricelulares, ya que dependen de este estimulo energético para su crecimiento y desarrollo.

En la figura 1 se representa la forma en que los seres vivos estan relacionados entre si
formando ecosistemas. Las plantas constituyen el punto de partida por su estrecha relacion
con el ambiente inorganico, ellas captan la energia solar y absorven los recursos inorgénicos;
después de procesarlos son transferidos a los demas seres vivos que no efectian la funcion

basica de la fotosintesis.

Plantasverdes
Hedbivors ~— E
Crin s ""’H’ E
WP
Camfrors

Figura 1. Diagrama que representa la forma en que se relacionan los seres vivos entre si formando ecosistemas.
(http://bibliotecadigital.ilce.edu.mx)
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El efecto de la luz sobre los seres vivos ha sido extensamente investigado desde los
organismos procariontes hasta los eucariotas superiores. Algunas respuestas fisiologicas
estudiadas son los tropismos positivo o negativo, crecimiento, desarrollo, reproduccion,
pigmentacion, metabolismo y los ritmos circadianos (Linden y col., 1997; Iseki y col., 2002;

Jiao y col., 2007).

La luz visible para el ojo humano comprende longitudes de onda que van desde 780
(rojo lejano) a 380 nm (violeta) (figura 2). Es en este intervalo que los organismos
fotosintéticos, como las plantas, obtienen energia quimica mediante la transformacion de

energia luminosa a carbohidratos.

Figura 2. Espectro de luz visible.

La mayoria de las respuestas a la luz solar, en base a sus espectros de accion, son
atribuidas a las regiones del rojo/rojo lejano, del azul/ UV-A o del UV-B (Briggs y Huala,
1999). Hoy en dia se sabe que en eucariontes existen diferentes tipos de fotoreceptores, los

cuales son capaces de percibir la luz roja/rojo lejano y azul (Cashmore y col., 1999).

Los seres vivos cuentan con un arreglo de receptores de luz que los capacita para la
percepcion de practicamente todas las longitudes de onda del espectro de la luz visible. Todos
los receptores de luz (fotoreceptores) que se han descrito consisten de proteinas asociadas a
moléculas pequenas sensibles a la luz (croméforos) tales como el FMN, FAD y las porfirinas,
que son activados por el impacto de un foton. La energia absorbida causa un cambio
conformacional en el cromdforo que lo transmite a la proteina causandole cambios

estructurales que la convierten a un estado activo (Cheng y col., 2004; Ko y col., 2007). En el
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estado activo, el fotoreceptor es capaz de transmitir la sefial regulando efectores que
desencadenan una serie de cambios bioquimicos y fisiologicos o directamente regulan la
expresion de genes necesarios para respuestas fisiologicas especificas en la célula (Froehlich
y col,, 2002; Chen y col., 2004; Ko y col., 2007). Los fotoreceptores estudiados poseen un
dominio de unién al croméforo y un dominio efector que puede participar en interacciones
con proteinas necesarias para la transduccion de la sefial o pueden incluir una actividad
enzimatica como la de cinasa presente en los fitocromos y las fototropinas (Chen y col., 2004;

Ko y col., 2007).

Se ha postulado mediante estudios estructurales, que en la oscuridad los
fotorreceptores tienen una conformacion “cerrada”, donde el dominio foto-sensorial
interacciona con el dominio efector bloqueando su actividad (Chen y col., 2004; Ko y col.,
2007). Durante la foto-activacion, los fotorreceptores experimentan notables re-arreglos en su
estructura conformacional donde el dominio de unién al cromoéforo libera al dominio efector

para activar respuestas fisiologicas en las células (Chen y col., 2004; Ko y col., 2007).

2. Percepcion de la luz en plantas

El sistema fotosensorial que las plantas utilizan para monitorear el ambiente luminoso
incluye tres familias de fotoreceptores: los criptocromos (cry), las fototropinas (phot) y los
fitocromos (phy) (Kendrick y Kronemberg, 1994; Cashmore y col., 1999; Brigs y Olney,
2001; Smith, 2000). La acciéon combinada de estas moléculas capacita a la planta para detectar
y responder a la presencia, ausencia, color, intensidad, direccionalidad y duracion diurna de
las sefiales luminosas. Las tres clases de fotoreceptores realizan distintas funciones
fotosensoras y/o fisiologicas en las plantas (Briggs y Huala, 1999; Cashmore et al., 1999;
Smith, 2000). Los criptocromos son flavoproteinas que contienen dos cromoforos, una pterina
o una deazoflavina en un sitio y FAD en el dominio amino terminal, el cual posee similitud
con DNA fotoliasas. Las fototropinas también son flavoproteinas que contienen dos
cromoforos de FMN, los cuales se encuentran asociados con dos dominios Per-Arnt-Sim
(PAS). Los fitocromos son cromoproteinas diméricas que consisten de una subunidad

polipeptidica que lleva un croméforo de tetrapirrol en el dominio amino terminal, mientras
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que el dominio carboxilo terminal funciona en la dimerizacion y contiene una region con
secuencias similares a cinasas de histidinas del sistema procaridtico de dos componentes.

Los criptocromos y las fototropinas detectan el rango de luz azul al A/UV-A del
espectro, mientras que los fitocromos detectan las longitudes de onda roja primaria (R) y roja
lejana (FR). Los criptocromos y fitocromos controlan el crecimiento y el desarrollo,
dependiendo de las variaciones en la longitud de onda, la intensidad y la duracion diurna de la
radiacion (Cashmore y col., 1999; Smith, 2000), mientras que las fototropinas funcionan
principalmente controlando la direccionalidad del crecimiento (fototropismo) en respuesta a la
ubicacion de la fuente luminosa y/o al movimiento intracelular del cloroplasto en respuesta a
la intensidad luminosa (Briggs y Huala, 1999; Kagawa y col., 2001; Sakai y col., 2001; Jarillo
y col., 2001). Cada una de estas clases de fotoreceptores consiste de una familia pequefia de
cromoproteinas relacionadas. En Arabidopsis, la planta mas estudiada, se han descrito dos
criptocromos (cryl y cry2) (Cashmore y col., 1999), dos fototropinas (photl y phot2) (Brigs
col., 2002) y cinco fitocromos (phyA a la phyE) (Mathews y Shamock, 1997).

3. Mecanismos de reproduccion en hongos.

La reproduccion es la formacion de nuevos individuos que tienen todas las
caracteristicas de la especie, hay dos tipos de reproduccion: la sexual y la asexual. La
reproduccion sexual se puede llevar a cabo por diversos mecanismos tales como: copulacion
planogamética, contacto gametangial, copulacion gametangial, espermatizacion y la
somatogamia. Mientras que en la asexual los mds comunes son la fragmentacion del talo, la
fusion (division de células somaticas en 2 cé€lulas hijas), gemacion de células somaticas, por
mitosporas (produccion de esporas mitoticas donde cada una forma un tubo germinativo que
se elongan para generar una hifa y posteriormente un micelio. Existen 2 tipos de mitosporas

las esporsngiosporas y las conidiosporas).

4. Percepcion de luz en hongos

Las respuestas a luz en hongos incluyen diversos procesos como cambios en el
metabolismo, sintesis de pigmentos, tropismo, morfogénesis y diferenciacion. EI hongo cuyas

respuestas se han estudiado en mayor detalle es: N. crassa, donde los mecanismos genéticos y
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moleculares son mejor conocidos, por otra parte en los estudios realizados a Trichoderma sp,
se han generado muchos datos fotobioldgicos mientras que los estudios genéticos son mas

incipientes (Casas-Flores y col, 2004).

4.1. Percepcion de la luz en Neurospora crassa

El hongo del pan Neurospora crassa fue uno de los primeros modelos de estudios
genético desde mediados del siglo XX, actualmente se clasifica de la siguiente manera; Filo:
Ascomicota, Clase: Ascomicetes, Orden: Sordariales, Familia: Sordariaceae, Genero:

Neurospora, Especie: crassa (http://en.wikipedia.org/wiki/Neurospora crassa).

Se sabe que una gran variedad de respuestas biologicas son inducidas por la luz azul
sobre N. crassa, tales como el fototropismo, la hiperpolarizaciéon de la membrana, la sintesis
de carotenoides, la regulacion del ciclo circadiano y la conidiacion circadiana entre otros
(Sommer Yy col., 1989). Las respuestas a luz azul en N. crassa es resultado de la induccion de
genes y sintesis de proteinas que participan en diferentes procesos fisiologicos. El gen frq
junto con el gen al-3 son de los genes inducidos por luz que han sido mas estudiados. De
acuerdo a las cinéticas de induccion de la expresion genética por luz podemos encontrar dos
tipos de genes: 1) de respuesta temprana y 2) de respuesta tardia (Linden et al., 1997b; Lewis
y col., 2002). En Neurospora crassa, una proteina con dominios PAS y LOV (White collar-1)
fue propuesta como el regulador central de las respuestas a luz azul (Ballario, y col., 1996).
Recientemente, se comprobd que esta proteina es un regulador transcripcional activo que a la
vez actia como fotoreceptor usando flavina como cromoforo (Ballario, y col., 1996; He y
col., 2002). El unico otro elemento que participa en la percepcion de luz azul en Neurospora
es la proteina WC2 (Linden y Macino, 1997), la contraparte de WCI1 para formar un factor
transcripcional funcional. Las mutantes en estos genes son ciegas y estan alteradas en el re-
establecimiento por luz de los ritmos circadianos pero no muestran ningun otro fenotipo

(Levina y col., 2002).

5. Trichoderma
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En la actualidad segin los estudios realizados, las especie de Trichoderma se ha
clasificado de la siguiente manera en su forma imperfecta pertenece a la Division: Mycota,
Sub-division: Eumycota, Clase: Deuteromicetes, Orden: Moniliales, Familia: Moniliaceae y
Genero: Trichoderma; Pero en su fase perfecta (estado anamorfo) esta ubicada en la Clase:
Ascomycetes, Serie: Pyrenomycetes, Orden: Hipocreales, Género: Hypocrea (Lewis y

Papavizas, 1994).

5.1 Trichoderma sp como modelo fotomorfogénico

Aquellos cambios morfolégicos sufridos por un organismo después de ser expuesto a
la luz es a lo que llamamos fotomorfogénesis. En Trichoderma la conidiacion es un evento
morfogenético que puede ser inducido por 2 vias: estrés nutricional y luz. Cuando la
conidiacion es inducida por estrés nutricional la formacion de conidias tiene lugar
principalmente en la parte central de la colonia (Horwitz y col., 1985), donde los nutrientes se
han agotado. Cuando la conidiacion es inducida por luz, un pulso luminoso es suficiente para
inducir la conidiacion en una colonia que crece en obscuridad y a las 24 h aproximadamente
se forma un anillo de conidias localizado en lo que era la periferia de la colonia al momento
de la iluminacion (Betina, 1984). Hay otros factores que podrian estimular la esporulacion en
el caso de Trichoderma cuando el crecimiento ha cubierto totalmente la caja petri, lo cual se

le atribuiria a una posible limitacién de nutrientes.

Los cambios morfologicos de la fotoconidiacion en este organismo se han estudiado
en detalle. Estos inician a las 4h después de haber dado el estimulo luminoso, durante este
tiempo se observa la emergencia de hifas aéreas y la estabilizacion de las mismas. Entre las 8
y las 9 h las hifas aéreas se ramifican. La formacion de las fialides inicia a las 12 h, a las 16 h
se inicia la formacion de las conidias y finalmente a las 24 h se pueden observar conidias
maduras (Betina, 1984). Es necesario que transcurran 24 h para que la colonia pueda ser

fotocompetente nuevamente.
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 TITT
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Figura 3. Cambios morfologicos observados durante la fotoconidiacion de Trichoderma. (Tomado de Betina
1984).

Trichoderma atroviride responde a la luz de manera sincronizada mediante la
formacién de un anillo de conidiacion en el perimetro de la colonia al momento de su
exposicion a este estimulo. Esta respuesta es regulada por los genes, blrl y blr2 (blue light
regulator), homologos a los genes white collar (wcl y wc2) que regulan todas las respuestas
activadas por luz azul en Neurospora crassa. Se han identificado una serie de genes de
respuesta rapida y transitoria a luz, entre los que existen genes de expresion dependiente e
independiente de las proteinas BLR, indicando la existencia de al menos otra via de
percepcion de luz azul. Ambas proteinas BLR tiene un motivo de uniéon a DNA tipo GATA
que los identifica como reguladores transcripcionales. Al igual que WCI, BLR1 tiene un
dominio LOV (Luz, Oxigeno y Voltaje) que une una molécula de flavina (FAD) y que es
esencial para la fotopercepcion. Ademads, estan presentes dos dominios PAS en BLR1 y uno
en BLR2 que participan en formacion y estabilizacion de complejos entre las proteinas WC de

N. crassa (Casas-Flores y col, 2004).

Es por eso que se ha investigado la participacion de Blr2 en las respuestas activadas
por luz mediante su sobre-expresion. Para esto se han generado transformantes que sobre-
expresan blr2 bajo el control de un promotor constitutivo. Todas las transformantes mostraron
altos niveles de expresion de blr2 y una respuesta exacerbada a la luz azul. EI aumento en la
produccion de conidias coincide con la sobre-expresion de genes de respuesta rapida a la luz
azul en estas transformantes, indicando que estos genes son necesarios para la
fotoconidiacion. Ademads, la acumulacion del RNA mensajero (mRNA) para estos genes es
mas rapida que la observada en la cepa silvestre, indicando que Blr2 es un factor limitante en
la transduccion de la sefal luminosa. Mediante PCR en tiempo real se ha corroborado que en

la cepa silvestre los niveles de mRNA de blrl son aproximadamente de 2.5 veces mas altos
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que blr2. Ademas, los niveles de mRNA para los genes blr se incrementan después de un
pulso de luz azul (alrededor del 30%), siendo mas pronunciado por la sobre-expresion de blr2
(hasta un 90%). Cambios similares son observados ain cuando se sobre-expresa .
Interesantemente, las sobre-expresantes son 3 veces mas fotosensibles a la luz azul que la
cepa silvestre. Esto sugiere que blr2 tiene una funcién esencial en la percepcion de luz

(Esquivel-Naranjo y col, 2007).

5.2 Genes regulados por la luz azul en la fotoconidiacion de T. atroviride

Se han identificaron 40 genes que son regulados por la luz de manera dependiente e
independiente de las proteinas BLR de T. atroviride (Rosales-Saavedra y col., 2006). Las
mutantes con interrupcion en los genes blr-1 o blr-2 pierden la capacidad de fotoconidiar y de
regular la expresion de genes de respuesta a la luz azul. Esto sugiere una probable
participacion de algunos genes de respuesta temprana en la regulacion del programa de
reproduccion asexual que es activado por la luz azul en T. atroviride. De estos genes, solo ha
sido estudiada a detalle la funcion del gen phr-1 (Berrocal-Tito y col., 1999, 2007). En N.
crassa, un gran numero de genes regulados por la luz azul han sido identificados y de estos
s6lo 2 genes (grg-1/blu-1 y al-3/blu-17) son homologos a los genes regulados por la luz de T.
atroviride. Esto abre la posibilidad de explorar la funciéon de nuevos genes en todos los

procesos regulados por la luz en T. atroviride (Esquivel-Naranjo y col, 2007).
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Gen Posible funcion

blu-4 Receptor con dominios CFEM

blu-5/blu-8 Sin homologia

blu-6 Proteina de membrana

blu-7 Regulador de la transcripcion con un dedo de zinc C2H2
blu-15 Permeasa de aminoacidos

blu-16 Transportador de dotistromina

blu-17 Geranilgeranil pirofosfato sintetasa

blu-19 Receptor con dominio CFEM

blu-22 Metil transferasa

bld-2 Deshidrogenasa con diferentes especificidades
bld-5 Inositol-1-fosfato dehidrogenasa

bld-6 Activador de chaperonas

bld-8 Alcohol-isoamilico oxidasa

Tabla 1. Genes regulados por luz azul seleccionados para su anlisis por medio de su sobre-expresion o

silenciamiento en T. atroviride. Los genes blu-5 y blu-8 se muestran agrupados porque son el mismo gen

(Esquivel-Naranjo y col, 2007).

5.3 Modelo propuesto de la respuesta a la luz y de la esporulacion por limitacion de

nutrientes en T. atroviride.

En la fotoconidiacion el complejo BLR-1/BLR-2 serian los implicados en percibir la

sefial luminosa para posteriormente unirse a los promotores de genes inducidos por luz y con

ello llevar a la conidiacion. En la esporulacion por limitacion de nutrientes los dominios LOV

y PAS de las proteinas BLR estarian monitoreando los estados REDOX intracelulares y bajo

condiciones de limitacion de nutrientes se unirian a los promotores de genes de esporulacion

promoviendo con ello la conidiacion como se ve en la figura 4 (Casas-Flores y col, 2004).

Transporte de Glucosa
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Respuesta general de estrés: .
Estrés oxidativo . ' Glucosa
Choque térmico \
Dafio mecanico R 1 . . '

A YV
= — AT a°  [Iga3™ NO GLUCOSA

“— cA

BLRI1

BRSO

BLR2

Conidiacion

Figura 4. Modelo propuesto de respuesta a la luz y esporulacion por limitacion de nutrientes en T. atroviride

(Casas-Flores y col, 2004).

LUZ
CONIDIAS

4.4. Nitrégeno

El nitrogeno es sin duda un elemento de gran importancia dentro del metabolismo ya
que forma parte de las proteinas, los 4cidos nucleidos y muchos otros compuestos de
importancia bioldgica. Basicamente el nitrogeno se encuentra distribuido en cantidades
enormes en la atmosfera y ya que es un elemento poco reactivo es aprovechado por la
mayoria de las formas de vida, existiendo en la naturaleza de varias formas quimicas tales
como el amoniaco (NHj3), nitrogeno orgéanico (R-NH,), nitrito (NO;") y nitrato (NOs’) entre
otros. En el caso de hongos y plantas el nitrogeno debe ser asimilado bajo la forma de nitrato
y amonio, siendo este Ultimo una fuente primaria ya que no necesita ser reducido en otro
compuesto para asimilarlo. El nitrato es considerado una fuente secundaria debido a que

necesita ser reducido para poder ser utilizado como nutriente.

4.4.1 Asimilacion del Amonio y Nitrato (Trayecto asimilativo del amonio y nitrato)
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Figura 5. Asimilaciéon del amoniaco (http://www.uprm.edu/biology/profs/massol/manual/p3-nitrogeno.pdf).

La asimilacion del amoniaco al protoplasma celular es mediada por varias enzimas,
una de las mas utilizada es la dehidrogenasa de acido glutdmico, esta enzima cataliza la
incorporacion reductiva de amoniaco al acido acetoglutarico para formar acido glutdmico. El
grupo amino que presenta el 4cido glutdmico puede ser tranferido a otras moléculas organicas
mediante transaminasas. De esta forma se originan otros aminoacidos, purinas y pirimidinas.
La asimilacion de amoniaco a moléculas organicas puede ser mediada por otras
dehidrogenasas de aminoacidos y por la sintetasa de glutamina. Esta tiltima cataliza la adicion

de amoniaco al acido glutdmico para formar glutamina. En una reaccion subsiguiente, la
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enzima sintetasa de 4acido glutamico cataliza el transferimiento del grupo amida de la
glutamina al acido acetoglutérico, formandose dos moléculas de acido glutamico.

El nitrato (NO3-) es asimilativo cuando el mismo es reducido para utilizarse como
nutriente. Dicho proceso de reduccion es conocido como metabolismo asimilativo, el cual es
muy diferente al proceso de desnitrificacion el cual es un trayecto dismilativo, mientras que el
proceso de amonificacion es un trayecto asimilativo, teniendo esta ultima como producto
principal al amoniaco, el cual es incorporado posteriormente al material celular mediante la
sreacciones de asimilacion. Las reductasas de nitrato que interviene en el proceso las cuales
son proteinas solubles que no son afectadas por el oxigeno, este proceso lo llevan a cabo
plantas, hongos y algunas bacterias por el contrario la desnitrificacion solamente las bacterias

la llevan a cabo.

[ NO; ][:::j> [ NO: ][:::j> [ NH,OH ]

\S2 W

Reductasa de nitrato Reductasa de nitrato

(Inhibida por NHj) (Inhibida por NHj3)

Nitrégeno

organico [ NH3 ]
A I G—

Figura 6. Trayecto asimilativo de nitrato (http://www.uprm.edu/biology/profs/massol/manual/p3-nitrogeno.pdf)
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1
JUSTIFICACION

En muchas de las especies de Trichoderma se reconoce que la conidiacion puede ser
disparada por factores ambientales como la luz y la disponibilidad de nutrientes, asi como por
varios tipos de estrés, entre los que se encuentran: la desecacion, limitacion de espacio (in
vitro) y el dafio al micelio vegetativo. La conidiacion en respuesta a luz ha sido el fendmeno
mas estudiado en Trichoderma, ya que en contraste con lo que sucede en otros sistemas es
una respuesta de todo o nada y hasta hace muy poco parecia ser la unica respuesta asociada
con el estimulo luminoso. Las mutantes de Tricoderma atroviride BLR1 y BLR2 sufrieron
una mutacion en los genes blrl y blr2 lo que origind un fenotipo de no formacion de conidias
en presencia de luz. El presente trabajo se realizo con la finalidad de determinar el efecto que
tiene la limitacion de nitrégeno en presencia y ausencia de luz sobre un fondo genético birl y
blr2 nulo. De manera simultanea se estudio el efecto del nitrégeno en concentracion y origen

sobre mutantes sobreexpresantes y antisendo de genes asociados a la respuesta luminosa.

FRANCISCO JAVIER ARELLANO DURAN Pagina 16



“estudio del efecto de la concentracion y tipo de fuente de nitrégeno sobre la conidiacion y crecimiento de TRICHODERMA ATROVIRIDE imi, blrl-blr2
y mutantes blu’’

HIPOTESIS

La limitacion de Nitrogeno como fuente nutricional promueve la conidiacion y el aumento en
la velocidad de crecimiento en condiciones de luz y oscuridad en las cepas mutantes de

Trichoderma atroviride BLR1, BLR2 y BLU.
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Vi
OBJETIVOS

1. Objetivo general:

» Estudiar el efecto que tiene la limitacion de Nitrogeno sobre Ia

reproduccion asexual de Trichoderma atroviride, mutantes BLR y BLU.

2. Objetivos especificos:

» Determinar el efecto del tipo y limitacion de la fuente de N sobre la

conidiacion de T. atroviride y mutantes afectadas en la presencia de luz.

» Evaluar la influencia de la fuente de N y su limitacion sobre el

crecimiento de T. atroviride y mutantes BLR y BLU.

FRANCISCO JAVIER ARELLANO DURAN Pagina 17



“’ESTUDIO DEL EFECTO DE LA CONCENTRACION Y TIPO DE FUENTE DE NITROGENO SOBRE LA CONIDIACION Y CRECIMIENTO DE Trichoderma
atroviride IMI, BLR1-BLR2 Y MUTANTES BLU””

\%

MATERIALES Y METODOS

1. Microorganismos

CEPAS GEN MODIFICADO
IMI * wt
BLR1 ** birl
BLR2 ** blr2
SEBLR 1- 8 birl
SEBLR 2- 13 blr2
SEBLU 7- 10 blu-7
ASBLU 15-8 blu-15
ASBLU 5-2 blu-5
ASBLU 5-5 blu-5
ASBLU 22-1 blu-22
ASBLU 22-10 blu-22
ASBLU 7-1 blu-17
ASBLU 7-7 blu-17
SEBLU 17-6 blu-17
SEBLU 17-12A blu-17

Tabla 2. Cepas utilizadas provistas por el CINVESTAV-IPN Unidad Irapuato

2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo que se utilizaron fueron: a) PDA (Papa Dextrosa Agar):—
DIFCO- preparado segtn las especificaciones del proveedor, brevemente: 39g del polvo de
PDA se agregan a 1L de agua destilada. Mezclar bien y calentar agitando frecuentemente
hasta hervir Iminuto para disolver completamente. b) VMG (Medio de Vogel y Glucosa):
preparado a partir de un stock 50X [750 ml de medio de: (150 g citrato de Nas, 5 2 H,0;
250g KH,PO4 anhidro; 100 g NH4NOs anhidro; 10 g MgSO4, 7 H,0; 5 g CaCl,, 2 H,0)
Solucion de Elementos Traza (5 ml)(5 g Acido citrico, 1 H,O; 5 g ZnSO4, 7 H2O; 1 g
Fe(NH4)2(S04),,6 H,O; 0.25 g CuSO4,5 H,0; 0.05 g MnSO4,1 H,O; 0.05 g H3;BO; anhidro;
0.05 g Na,Mo0O4,2 H,0)]. Todos los medios de cultivo fueron esterilizados por calor himedo
en autoclave a 121 °C (15 Ib/in®) por 15 min. El cual contiene: todos los componentes

anteriormente mencionados por litro menos la fuente de Nitrogeno.
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El medio solido VMG se prepar6 en diferentes versiones de acuerdo a la Tabla: NH 25
(NH4Cl1 25mM), NH 1.25 (NH4CI 1.25mM), NO 25 (KNO; 25mM) y NO 1.25 (KNO;
1.25mM)

Medio * Stock 2M Stock 2M Stock 50X Medio
Fuente de N (ml) Glucosa (ml) Voguel (ml)
NH25 6.25 50 10
NH1.25 0.3125 50 10
NO25 6.25 50 10
NO1.25 0.3125 50 10

Tabla 3. *Para preparar 500ml de medio.

Brevemente, la preparacion de estos medios se llevd a cabo adicionando 434ml de agua
destilada a los matraces, 7.5¢ de agar y 10 ml de solucion stock 50X de Voguel
(esterilizacion en autoclave). Posteriormente se agregaron 50 ml correspondientes la fuente de
C (Glucosa) y finalmente la fuente de N a partir del stock 2M, 6.25 ml (25mM) y 0.3125 ml
(1.25mM).

3. Cinética de crecimiento radial colonial

A partir de una colonia de 48 a 60h de cada una de las cepas de Trichoderma crecidas
en oscuridad en medio PDA se obtuvieron bloques de micelio, mismos que fueron colocados
en el centro de las placas conteniendo cada uno de los medios VMG descrito anteriormente.
Las placas asi inoculadas fueron incubadas a temperatura ambiente bajo dos condiciones:

a) ciclos de luz — oscuridad y b) oscuridad total.
El crecimiento radial de la colonia fue monitoreado cada 12 h tomando el diametro

con ayuda de una regla.

4. Determinacion de biomasa por peso seco

Utilizando placas de cada uno de los medios cubiertas con una membrana de celofan

estéril, brevemente: circulos de celofan fueron lavados con agua destilada caliente 2 veces y
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colocadas entre toallas de papel para mantener la humedad de los mismos. Todas las piezas de
celofan fueron esterilizados por calor himedo a 121°C durante 15 minutos. Las placas fueron
inoculadas de forma similar que aquellas correspondientes al a determinacion de crecimiento
radial incubadas a temperatura ambiente bajo dos condiciones: a) ciclos de luz — oscuridad y
b) oscuridad total. Al tiempo establecido de 5 dias se colectd el micelio con ayuda de una
espatula y colocada en un papel filtro marcado. La muestra asi colectada se coloca en una

estufa a 80 °C hasta obtener el peso seco constante.

5. Determinacién de la cantidad de conidias

A partir de placas de cada uno de los medios, inoculadas utilizando bloques de micelio
se incubaron durante 5 o 7 dias a temperatura ambiente en condiciones de luz o de oscuridad
procurando que a este tiempo las conidias fueran cosechadas, raspando cuidadosamente con
ayuda de una espatula, posteriormente se pasa a través de una tela y la suspension es colectada

en un tubo falcon. Por tltimo se realizé el conteo con ayuda de la cdmara de neubauer.

El total de conidias se obtuvieron aplicando la siguiente formula:

(N, de esporas)(N, de cuadrantes)(Factor de dilucion)(10000) = esporas / ml

Donde: No. Esporas corresponde al nimero 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 dilucion, 10000 es una Constante y Esporas/ml es el nimero de conidias en

1 ml de la suspension evaluada.

6. Equipo

Incubadora Rotatoria (ENVIRON SHAKER-®-). Campana de Flujo Laminar
(MINIHELIC® DWYER INSTRUMENTS INC). Estufa (felisa HORNO). Bascula analitica
(Sartorius® BL120S). Microscopio (ZEIZZ).
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7. Estadistica 0 manejo de datos

Respecto a las estadisticas reportadas cabe destacar que los ensayos de monitoreo de
crecimiento radial colonial, biomasa (peso seco) y determinacién de conidias se realizaron dos
veces, cada una por duplicado.

Para calcular la media o promedio aritmético de los datos obtenidos en la velocidad de
crecimiento se calculé sumando el valor menor con el valor mayor de los datos obtenidos en

la medicidn de crecimiento.

X=>x/n

Para la desviacion estandar es la medida de variabilidad utilizada con mas frecuencia
en la investigacion por ser la mas estable de todas y se basa en los desvios de los datos

originales con respecto a la media X. se calculd usando la siguiente formula.
S == X)?+ ... H(xn—=x)*/n

Finalmente la pendiente de crecimiento radial se calculd empleando la siguiente

formula:

m = nYxy - Yx3y/nyx’- (3x)°
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VI
RESULTADOS Y DISCUSION

1. Evaluacion del efecto de la limitacién en la fuente de N (NH4Cl y KNO3) sobre la
velocidad de crecimiento colonial, la produccion de biomasa y conidias en Trichoderma
atroviride IMI, BLR1 y BLR2

La mutacion en los genes blrl y blr2 de T. atroviride IMI origina un fenotipo de no
formacion de conidias por efecto de la luz en las mutantes respectivas (BLR1 y BLR2). Siendo
el fendmeno de conidiacion influenciado no solo por el estimulo luminoso sino también por
factores nutricionales, se procedio a determinar la influencia de la limitacion en la fuente de
N: amonio (NH4 ™) y nitrato (NO;™), fuentes primaria y secundaria respectivamente, sobre la
conidiacién (figura 7). Bajo condiciones estandar de la concentracion de amonio, esto es
25mM segln lo establece la formulacion del Medio Voguel (H.J. Voguel, 1956), la formacion
de conidias en las mutantes BLR1 y BLR2 es practicamente nula, llegando a ser hasta 100
veces menor que la cepa parental en presencia de luz. Cuando la fuente de N se redujo 20
veces (1.25mM) T. atroviride IMI disminuyo la produccién de conidias de 1.3x10°* hasta
6.7x10°. Por el contrario las mutantes BLRs incrementaron la produccion de conidas
(ejemplo: 1.5x10° a 4.0x10° conidias/ml de la cepa BLR1) (Figura 8). En ausencia de luz la
formacion de conidias en la cepa silvestre pasé de 1.3x10% a 4.0x10” en el medio NH25,
mientras que para el medio NH1.25 la cuenta fue de 6.7x10° a 4.0x10°. Para las mutantes
BLRs la ausencia de luz promueve un efecto similar a la silvestre, esto es, disminucion de la
concentracion de conidias producidas. Cuando se utilizd nitrato como fuente de N a una
concentracion de 25mM la produccion de conidias fue similar en numero entre las cepas
ensayadas (IMI, BLR1 y BLR2) alcanzando el rango de 10%ml en la condicion de luz y de 10°
en oscuridad. La condicion limitante de nitrato (1.25mM) promovidé una reduccion en la
concentracion de conidias producidas en todas las cepas e independiente de la presencia o

ausencia de luz (ejemplo: 4.7x10° a 4x10° conidias/ml de la cepa IMI)

Por otra parte y con el fin de evaluar la influencia que tiene la limitacion de la fuente
de N sobre el crecimiento colonial expresado como velocidad de extension de la colonia y la
produccion de biomasa se ensayaron las cepas IMI, BLR1 y BLR2 bajo las condiciones antes

mencionadas. Cuando la concentracion de amonio se limitdo (1.25mM), la velocidad de
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extension de las cepas IMI 'y BRL1 aument6 respecto a la concentracion estdndar (de 0.085 a
0.99 mm/h para la cepa IMI). Por el contrario el crecimiento de la cepa BRL2 disminuyo
cuando la concentracion de amonio fue limitante. Adicionalmente es de destacar que esta
ultima cepa tiene un crecimiento mas acelerado que las anteriormente descritas, esto es 0.121
mm/h para BRL2 comparado con 0.085 mm/h para IMI. Este efecto es independiente de la
presencia de luz ya que en oscuridad se observo el mismo comportamiento. Cuando se evalu6
la limitacién de la fuente secundaria de N (nitrato), las cepas IMI, BLR1 y BLR2 aumentaron
su velocidad de extension, siendo BLR2 la de mayor de velocidad, esto es, de 0.095 en la
condicion estdndar a 0.097 mm/h en la condicion limitante comparado con IMI cuya
velocidad fue de 0.068 a 0.069mm/h respectivamente). Este comportamiento fue
independientemente de la presencia de luz ya que en oscuridad se obtuvo el mismo resultado
(figura 9). Respecto a la produccion de micelio se utilizé la determinacion de biomasa por
peso seco. El peso del micelio de la cepas IMI BLR1y BLR2 en el medio NH25 resulto ser de
98.4, 59.2 y 27.3 mg respectivamente a las 96h de crecimiento. Cuando la determinacion se
hizo en el medio NH1.25 a los 4 dias de incubacidn, la biomasa producida fue de 10.3, 12.5 y
4.6 mg respectivamente. Cuando los ensayos se llevaron a cabo en la oscuridad la produccion
de biomasa disminuy6 considerablemente para el caso de la cepa silvestre (de 98.4 a 64.6
mg), no asi para las mutantes BLRS. La utilizacion de nitrato como fuente de N en el medio
independientemente de la concentracion utilizada y de la presencia del estimulo luminoso fue
muy escaso (4.6, 8.5 y 9.0 mg para las cepas IMI, BLR1 y BLR2 respectivamente en el medio
NO25 y luz comparado con 4.3, 7.8 y 8.4 mg de las mismas cepas en el medio NO1.25 con
luz) (figura 10).

IMI BLR1 BLR2

25mM  1.25mM 25mM  1.25mM 25mM  1.25mM

LUz

A)
osc
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FIGURA 7. Morfologia colonial de las cepas T. atroviride IMI, BLR1 y BLR2. Las cepas fueron crecidas en

medio voguel bajo condiciones de luz y oscuridad, utilizando como fuentes de nitrégeno NH,CI(A) y KNO; (B)

en concentracion estandar (25mM) y limitante (1.25mM) a los 7 dias de incubacion.

A)
Luz Oscuridad
IMI
IMI
Birl m12soM | | gy B1.25mM
@25mM @25mM
Blr2 Bir2
0.00E+00 5.00E+07 1.00E+08 1.50E+08 0.00E+00 5.00E+07 1.00E+08 1.50E+08
esp/ml esp/ml
B)
Luz Oscuridad
M1 IMI
BLR1 ®1.25mm| | BLR1 §1.25mM
M25mM B 25mM
BLR2 BLR2
I I |
0.00E+00  2.00E+06  4.00E+06  6.00E+06 0.00E+00  2.00E+06  4.00E+06  6.00E+06
esp /ml esp /ml

FIGURA 8. Comparacion de la produccion de conidias (esp/ml) de T. atroviride IMI, BLR1 y BLR2 bajo

condiciones de luz y oscuridad, utilizando como fuentes de nitrogeno NH4CI(A) y KNO; (B) en concentracion

estandar (25mM) y limitante (1.25mM).
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Luz Oscuridad
IMI [MI
L B 1.25mh Bt B 1.25mM
M 25mM H25m
BLR2 BLR2
T I
0 0.05 0.1 0.15 0 0.05 0.1 0.15
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Vel. de crecimiento enmm/h

FIGURA 9. Determinacion de la velocidad de extension radial (mm/h) de T. atroviride IMI, BLR1 y BLR2 bajo

condiciones de luz y oscuridad, utilizando como fuentes de nitrogeno NH,CI(A) y KNO; (B) en concentracion
estandar (25mM) y limitante (1.25Mm).
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FIGURA 10. Determinacion de la biomasa (mg) de T. atroviride IMI, BLR1 y BLR2 bajo condiciones de luz y
oscuridad, utilizando como fuentes de nitrégeno NH4CI(A) y KNO; (B) en concentracion estandar (25mM) y

limitante (1.25mM).
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En Trichoderma atroviride se han identificado dos genes que codifican proteinas
(BLR-1 y BLR-2) homoélogas a las proteinas WC de N. crassa, que son esenciales para la
conidiacion inducida por la luz azul. La presencia de un dominio LOV de BLR-1 sugiere que
esta proteina es el fotoreceptor de luz azul en T. atroviride (Casas-Flores y col., 2004). Se ha
propuesto un modelo de la respuesta a la luz y de la esporulacion por limitacion de nutrientes
en T. atroviride. En la fotoconidiacion el complejo BLR-1/BLR-2 serian los implicados en
percibir la sefial luminosa para posteriormente unirse a los promotores de genes inducidos por
luz y con ello llevar a la conidiacion.

Debido a que el fendémeno de diferenciacion es estimulado por diferentes factores
entre el que se encuentra aquel relacionado con nutrientes, se realizd un primer ensayo para
determinar el efecto de la fuente de N sobre la conidiacion, crecimiento colonial y cantidad de
biomasa. Para ello se utilizaron: NH4Cl (cloruro de amonio una fuente primaria) y KNOs3
(nitrato de potasio una fuente secundaria). Asi se procedid a crecer las cepas IMI, BLR1 y
BLR2 en medios conteniendo diferentes concentraciones de la fuente de N y la utilizacién de
glucosa como fuente de C. Al término del ensayo, la conidiacion fue evidenciada con la
aparicion de halos de color verde caracteristico de las conidias en la cepa silvestre bajo
condiciones estandar de la concentracidon de amonio, esto es 25mM segln lo establece la
formulacion del Medio Voguel (H.J. Voguel, 1956). La cepa silvestre en presencia de luz
como se esperaba conidio formando sus caracteristicos halos de color verde obscuro en la
condicion estandar de amonio (25mM), mientras que en la condicion limitante la cepa
parental se vio afectada en la produccion de conidias ya que tan solo produjo 1/20 parte que
en la condicion estandar. La ausencia de luz tuvo el efecto esperado, disminucion de la
concentraciéon de conidias producidas en ambas condiciones (luz y oscuridad), lo cual nos
indica que para la cepa parental la luz es un factor necesario para la conidiacion aun mayor
que el de la limitacion de nutrientes. Por otra parte al utilizar al nitrato como fuente de N se
observo que la produccion de conidias no fue tan afectada por la limitacion ya que la
produccion en ambas concentraciones estuvo en un rango méaximo de 10° conidias/ml esto en
luz, en oscuridad la concentracion de esporas disminuyo respecto a la obtenida en luz aunque
en esta condicidon al parecer también la limitacién no tuvo un gran efecto ya que en ambos
medios la produccién de conidias estuvo en un rango méaximo de 10°. Por otra parte con el fin

de evaluar la influencia que tiene la limitacion de N sobre la velocidad de crecimiento asi
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como la produccion de biomasa, se ensayaron las cepas IMI, BLR1 y BLR2 en las condiciones
ya mencionadas. Bajo la condicion limitante de amonio y nitrato la cepa parental tuvo un
comportamiento similar ya que la velocidad de crecimiento fue mayor en esta condicién que
en la concentracion estandar sin importar la presencia o ausencia de luz, destacando que en
oscuridad en ambos medios (NH1.25 y NOI1.25) se presento la mayor velocidad de
crecimiento lo cual quiere decir que la limitacion de N y la ausencia de luz son factor para que
esta cepa crezca con mayor rapidez, cabe mencionar que la velocidad de crecimiento fue
mayor en todas las condiciones al utilizar el amonio como fuente de N. Con respecto a la
produccion de micelio en condiciones de luz la limitacién de amonio (1.25mM) tuvo efecto
en la produccion de micelio ya que tan solo crecido 0.11 parte que la obtenida en la
concentracion estandar (25mM). Por otro lado al utilizar el nitrato la produccion de micelio de
la cepa silvestre fue muy escasa produciendo 0.047 parte de lo que produjo el amonio en la
condicion estandar con luz (control).

La formacion de conidias en las mutantes BLR1 y BLR2 resulto ser practicamente
nulas llegando a ser hasta 100 veces menos que la cepa parental en presencia de luz este
resultado era esperado ya que las cepas son consideradas ‘ciegas’ ya que no contienen los
genes blrl y blr2 asociados a la percepcion de la luz (Casas-Flores y col, 2004). La pequefia
produccion fue producto de la limitacion de N en este caso de amonio. Mientras que en la
velocidad de crecimiento la BLR1 tuvo un comportamiento igual a la cepa parental creciendo
mas rapido la condicion limitante en luz y oscuridad, por el contrario el crecimiento de BLR2
disminuyo en la condicion de amonio limitante, destacando de esta ultima el mayor
crecimiento acelerado superando a las otras cepas esto en la concentracion estandar. Por otra
parte la produccion de micelio fue menor que el de la cepa silvestre en ambos medios (NH25
y NH1.25) y condiciones (luz y oscuridad), teniendo un comportamiento similar entre si ya
que en ambas la concentracion estdndar (25mM) produjo mayor cantidad de micelio siendo la
mutante BLR1 la mayor. Al utilizar nitrato como fuente de N en presencia de luz la
conidiacion resulto ser menor que la de la cepa silvestre en ambas concentraciones (25mM y
1.25mM) pero en este caso la diferencia no fue mucha ya que las 3 cepas estuvieron en un
rango maximo de 10° conidias/ml siendo BLR1 la mayor productora de las 2 mutantes BLRS.
En oscuridad la produccion disminuyo drasticamente aproximadamente de 20 veces menos

que las producidas en luz lo que nos indica que tanto la limitacion como la ausencia de luz
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tuvieron efecto. Mientras que cuando se evalud la limitacion del nitrato para la velocidad de
crecimiento las cepas BLR1 y BLR2 tuvieron un aumento en su velocidad de extension al igual
que la cepa parental, siendo BLR2 al igual que en el otro medio la de mayor velocidad, este
comportamiento en ambos medios fue independiente de la presencia de luz ya que en
oscuridad se observo el mismo comportamiento. Ahora al utilizar nitrato como fuente de N en
ambas concentraciones en presencia de luz la produccion de micelio fue muy escasa al igual
que en la cepa parental, pero teniendo mayor cantidad de micelio las mutantes BLRS, mientras
que la limitacion en oscuridad produce mayor cantidad de micelio hecho contrario a lo que
ocurre en luz, siendo la mutante BLR2 la mayor productora superando a las otras dos en
ambos medios (NH25 y NH1.25). Cabe mencionar que T. atroviride crece mas rapido en
condiciones de oscuridad que en condiciones de luz blanca continua, un fendmeno que se
atribuia originalmente al gasto energético invertido en la fotoconidiacion. Este atributo se
conserva en la cepa mutante BLR2, la cual crece mas rapido en condiciones de oscuridad que
en condiciones de luz blanca; sin embargo, la mutante también crece mas rapido en
condiciones de oscuridad y luz que la cepa silvestre. Esta observacion sugiere alglin tipo de

regulacion en el crecimiento por parte de BLR2 en T. atroviride (Casas-Flores y col, 2004).
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2. Evaluacién del efecto de la limitacion en la fuente de N (NH,Cl y KNO3) sobre la
velocidad de crecimiento colonial, la produccion de biomasa y conidias en Trichoderma
atroviride IMI, y mutantes en genes asociados a la respuesta a la luz

2.1 Mutantes SEBLR

La sobreexpresion de los genes blrl y blr2 de T. atroviride IMI origina un fenotipo de
reduccion en la induccion de conidias y de hiperconidiacion respectivamente (Esquivel-
Naranjo y col, 2007). Con el fin de establecer el efecto de la fuente de N (tipo y
concentracion) sobre el fondo genético de sobreexpresion de los genes blr respecto a la
formacion de conidias y crecimiento, se llevaron a cabo los ensayos correspondientes
descritos en materiales y métodos.

Bajo condiciones estandar de la concentraciéon de amonio (25mM), la formacion de
conidias en las mutantes SEBLR1-8 y SEBLR2-13 fue de 5.2x10° y 9x10° conidias/ml
respectivamente, comparada con 3.5x10” conidias/ml de la cepa parental (IMI) en presencia
de luz. Cuando la fuente de N se redujo 20 veces (1.25mM) T. atroviride IMI disminuyo
considerablemente la produccion de conidias de 3.5x107 hasta 5.7x10°. Por otra parte las
mutantes SEBLRs disminuyeron ligeramente la produccion de conidas (ejemplo: 5.2x10° a
5.0x10° conidias/ml de la cepa SEBLR1-8) (figura 14A). En ausencia de luz la formacion de
conidias en la cepa silvestre pasé de 3.5x10” a 2.2x10” en el medio NH25, mientras que para
el medio NH1.25 la cuenta fue de 5.7x10° a 3.5x10°. Para la mutante SEBLR 2-13 la ausencia
de luz tiene un efecto importante ya que no hay la formacion de conidias independientemente
de la concentracion de amonio utilizada. Cuando se utilizé nitrato como fuente de N a una
concentracion de 25mM la produccion de conidias fue similar en nimero entre las cepas
ensayadas (SEBLR 1-8 y SEBLR 2-13) alcanzando el rango de 10°/ml en la condicion de luz.
La condicion limitante de nitrato (1.25mM) no tuvo efecto sobre la concentracion de conidias
producidas en todas las cepas en presencia de luz (ejemplo: 5.2x10° a 5.3x10° conidias/ml de
la cepa IMI). Por el contrario en ausencia del estimulo luminoso la limitacion de la fuente de
nitrato inhibid la formacion de conidias en la cepa parental. Bajo esta misma condicion ambas
mutantes SEBLRS formaron conidias, no asi cuando la concentracion de nitrato fue de 25mM
(figura 14 B). Respecto a la produccion de micelio se utilizo la determinacion de biomasa por
peso seco. El peso del micelio de la cepas SEBLR 1-8 y SEBLR 2-13 en el medio NH25
resultd ser de 129.5 y 100.1 mg respectivamente a los 5 dias de crecimiento siendo estos

mayores que el de la cepa silvestre (99 mg). Cuando la determinacion se hizo en el medio
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NH1.25 a los 5 dias de incubacion, la biomasa producida fue de 11.6 y 12.1 mg
respectivamente. Cuando los ensayos se llevaron a cabo en la oscuridad la produccion de
biomasa disminuy6 considerablemente para el caso de la cepa silvestre (de 99 a 64.6 mg), no
asi para las mutantes SEBLRs. La utilizacion de nitrato como fuente de N en el medio
independientemente de la concentracion utilizada y de la presencia del estimulo luminoso fue
muy escaso (7.3 y 6.2 mg para las cepas SEBLR 1-8 y SEBLR 2-13 respectivamente en el
medio NO25 y luz comparado con 5.1 y 4.5 mg de las mismas cepas en el medio NO1.25 con
luz). Mientras que en ausencia del estimulo luminoso la produccion de biomasa aumento
independientemente del medio (NO25 y NO1.25) para el caso de la cepa silvestre (de 3.4 a 9

mg en la concentracion estandar y de 2.9mg a 7.4mg en la limitante) (ver figura 15).

2.2 Mutantes ASBLU

Através de la expresion del cDNAs en orientacion antisentido analizando el vector
pUEO8 fue posible llevar a cabo un silenciamiento masivo de genes regulados por la luz para
el analisis del fenomeno de fotoconidiacion en T. atroviride. Las transformantes se
nombraron en funciéon de la orientacion del gen en el vector de expresion pUEOS8, por
ejemplo, Anti-Sentido del gen blu-4 (ASblu4). Las transformantes ASblu5 y ASblu8 se
muestran agrupadas porque corresponden al mismo gen (Esquivel-Naranjo y col, 2007).

Bajo condiciones estandar de la concentraciéon de amonio (25mM), la formacioén de
conidias en las mutantes ASBLU 5-2, ASBLU 5-5, ASBLU 15-8, ASBLU 22-1, ASBLU 22-10,
ASBLU 7-1 y ASBLU7-7 fue de 1.3x107,1.4x107, 6.3x10°, 1.5x107, 1.4x107, 4.4x10° y
1.8x10° conidias/ml respectivamente, comparada con 3.5x10” conidias/ml de la cepa parental
(IMI) en presencia de luz. Cuando la fuente de N se redujo 20 veces (1.25mM) T. atroviride
IMI disminuy6 considerablemente la produccion de conidias de 3.5x107 hasta 5.7x10°. Por
otra parte las mutantes ASBLUs disminuyeron notablemente la produccion de conidas
(ejemplos: 1.4x10” a 3x10° conidias/ml de la cepa ASBLU 5-5 y de 4.4x10° a 0 conidias/ml de
la cepa ASBLU 7-1) (Figuras 16,18 y 20 A). En ausencia de luz la formacion de conidias en la
cepa silvestre pasé de 3.5x10” a 2.2x10” en el medio NH25, mientras que para el medio
NHI1.25 la cuenta fue de 5.7x10° a 3.5x10°. Para la mutante ASBLU 5-2 la ausencia de luz
tiene un efecto importante ya que no hay la formacion de conidias independientemente de la

concentracion de amonio utilizada, mientras que para la ASBLU 5-2, ASBLU 15-8 y ASBLU
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7-7 el efecto de no produccion de conidias se da en el medio NH25. Cuando se utilizd nitrato
como fuente de N a una concentracion de 25mM la produccion de conidias fue similar en
numero entre las cepas ensayadas (ASBLU 5-2, ASBLU 5-5, ASBLU 15-8, ASBLU 22-1,
ASBLU 22-10, ASBLU 7-1 y ASBLU7-7) alcanzando el rango de 10°/ml en la condicion de
luz. La condicién limitante de nitrato (1.25mM) no tuvo efecto sobre la concentracion de
conidias producidas en todas las cepas en presencia de luz (ejemplo: 5.2x10° a 5.3x10°
conidias/ml de la cepa IMI). Por el contrario en ausencia del estimulo luminoso la limitacion
de la fuente de nitrato inhibi6 la formacion de conidias en la cepa parental. Bajo esta misma
condicion las cepas ASBLU 15-8, ASBLU 7-1 y ASBLU 7-7 sufren un efecto importante ya
que no hay formacion de conidias sin importar la concentracion de nitrato utilizado, mientras
que para la cepa ASBLU 22-10 dicho efecto de no producir conidias se dio en el medio
NO1.25 o limitante (ver figuras 16,18 y 20 B). Respecto a la produccion de micelio se utilizd
la determinacion de biomasa por peso seco. El peso del micelio de la cepas ASBLU 5-2,
ASBLU 5-5, ASBLU 15-8, ASBLU 22-1, ASBLU 22-10, ASBLU 7-1y ASBLU7-7 en el medio
NH25 resulto ser de 118.2, 126.9, 104.4, 107.8, 107.2, 99.3 y 90.9 mg respectivamente a los 5
dias de crecimiento en presencia de luz, siendo estos mayores que el de la cepa silvestre (99
mg). Cuando la determinacion se hizo en el medio NH1.25 a los 5 dias de incubacion, la
biomasa producida fue de 19.1, 16.7, 16.4, 19, 19.8, 16.7 y 10.3 mg respectivamente. Cuando
los ensayos se llevaron a cabo en la oscuridad la produccion de biomasa disminuyo
considerablemente para el caso de la cepa silvestre (de 99 a 64.6 mg), no asi para las mutantes
ASBLU 5-2 y ASBLU 5-5 que tuvieron un pequefio aumento (de 118.2 a 126.2 mg y de 126.9
a 132 mg). La utilizacion de nitrato como fuente de N en el medio independientemente de la
concentracion utilizada y de la presencia del estimulo luminoso fue muy escaso (5.4, 7.8, 8.1,
3.2, 5.9, 7.2 y 5.2 mg para las cepas ASBLU 5-2, ASBLU 5-5, ASBLU 15-8, ASBLU 22-1,
ASBLU 22-10, ASBLU 7-1 y ASBLU7-7 respectivamente en el medio NO25, aunque en el
medio NO1.25 con luz se percibid un ligero aumento en las cepas ASBLU 22-1, ASBLU22-10
Y ASBLU 7-7(de 3.2 a4.4 mg, 5.9 a 6.2 mg y de 5.2 a 8.4 mg). Mientras que en ausencia del
estimulo luminoso la produccién de biomasa aumento independientemente del medio (NO25
y NO1.25) para el caso de la cepa silvestre (de 3.4 a 9 mg en la concentracion estandar y de

2.9 a 7.4 en la limitante) ademas de las cepas ASBLU 7-1 y ASBLU 7-7 (que de 7.2 a 8.6 mg y
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5.2 a 9.1 mg aumentaron en la concentracion estandar y de 6.8 a 7 mg y 8.4 a 9.4 en la

limitante) (ver figuras 17,19 y 21).

2.3 Mutantes SEBLU

Como otra forma de estudiar la relacion de la fotoconidiacion con los genes
encargados de la regulacion de la luz, se realizo una sobreexpresion de estos genes, estas
transformantes al igual que las anteriores se nombran considerando el efecto de la sobre-
expresion de los genes por ejemplo sobreexpresion del gen blu 17 (SEBLU 17) (Esquivel-
Naranjo y col, 2007).

Bajo condiciones estandar de la concentracion de amonio (25mM), la formacion de
conidias en las mutantes SEBLU 17-6, SEBLU 17-12A y SEBLU 7-10 fue de 1X107, 1.6X10’
y 2.7X10° conidias/ml respectivamente, comparada con 3.5x10 conidias/ml de la cepa
parental (IMI) en presencia de luz. Cuando la fuente de N se redujo 20 veces (1.25mM) T.
atroviride IMI disminuy6 considerablemente la produccién de conidias de 3.5x107 hasta
5.7x10°. Por otra parte las mutantes SEBLUs disminuyeron también considerablemente la
produccién de conidas (ejemplo: 1x10” a 3.5x10° conidias/ml de la cepa SEBLU 17-6) (Figura
22A). En ausencia de luz la formacion de conidias en la cepa silvestre pasé de 3.5x10” a
2.2x10” en el medio NH25, mientras que para el medio NH1.25 la cuenta fue de 5.7x10° a
3.5x10°. Para las mutante SEBLU 17-6, SEBLU 17-12A y SEBLU 7-10 la ausencia de luz tiene
un efecto similar en ambos medios (NH25 y NH1.25) ya que alcanzando un rango de 10’
conidias/ml excepto en la condicion limitante de la cepa SEBLU 7-10 en la que no hubo
produccion. Cuando se utilizd nitrato como fuente de N a una concentraciéon de 25mM la
produccion de conidias fue similar en numero entre las cepas ensayadas (SEBLU 17-6,
SEBLU 17-12A y SEBLU 7-10) y la silvestre alcanzando el rango de 10’ conidias/ml en la
condicion de luz. La condicion limitante de nitrato (1.25mM) tuvo efecto sobre la produccion
de conidias de la cepa SEBLU 17-12A de 2x10° a 4x10° conidias/ml, mientras que en las
otras cepas no tuvo un efecto relevante (ejemplo 2.2x10° a 1.8x10° conidias/ml de la cepa
SEBLU 17-6). Por el contrario en ausencia del estimulo luminoso la limitacion de la fuente de
nitrato inhibié la formacion de conidias en la cepa parental. Bajo esta misma condicioén la
cepa SEBLU 7-10 no tiene produccion de conidias en ambos medios (NH25 y NH1.25),

mientras que las otras SEBLUS tienen un comportamiento similar independientemente de la
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concentraciéon de nitrato utilizado (ejemplo de 7.5x10° a 5x10° de la cepa SEBLU 17-6) (ver
figura 22B). Respecto a la produccion de micelio se utilizé la determinacion de biomasa por
peso seco. El peso del micelio de la cepas SEBLU 17-6, SEBLU 17-12A y SEBLU 7-10 en el
medio NH25 resulto ser de 80.2, 90.4 y 106.9 mg respectivamente a los 5 dias de crecimiento
teniendo esta ultima mayor biomasa que la cepa silvestre (99 mg). Cuando la determinacion
se hizo en el medio NH1.25 a los 5 dias de incubacion, la biomasa producida fue de 17.1, 13.4
y 15.7 mg respectivamente estos bajo condiciones de luz. Cuando los ensayos se llevaron a
cabo en la oscuridad la produccion de biomasa disminuy6 considerablemente para el caso de
la cepa silvestre (de 99 a 64.6 mg), no asi para las mutantes SEBLUS. La utilizacion de nitrato
como fuente de N en el medio independientemente de la concentracion utilizada y de la
presencia del estimulo luminoso fue muy escaso (4.4, 2.6 y 8 mg para las cepas SEBLU 17-6,
SEBLU 17-12A y SEBLU 7-10 respectivamente en el medio NO25, aunque en el medio
NOI1.25 con luz se percibi6é un ligero aumento en las cepas SEBLU 17-6 y SEBLU 17-12A
(de 44 a 6.4 mg y de 2.6 a 3.6 mg). Mientras que en ausencia del estimulo luminoso la
produccion de biomasa aumento independientemente del medio (NO25 y NO1.25) para el
caso de la cepa silvestre (de 3.4 a 9 mg en la concentracion estandar y de 2.9 a 7.4 en la
limitante), mientras que en esta condicion de ausencia de luz las cepas SEBLU 17-6 y SEBLU
17-12A tuvieron un incremento en la condicion limitante (de 4.9 a 8.5 mg y de 5.3 a 7.2) (ver

figura 23).

A) B)

25mM  1.25mM 25mM  1.25mM

LUz
IMI

osc
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LUz

SEBLR 1-8
osc
LUz

SEBLR 2-13
osc
LUz

ASBLU 5-2
osc
LUz

ASBLU 5-5
osc

FIGURA 11. Morfologia colonial de las cepas T. atroviride IMI, SEBLR 1-8, SEBLR 2-13, ASBLU 5-2 y ASBLU
5-5. Las cepas fueron crecidas en medio Voguel bajo condiciones de luz y oscuridad, utilizando como fuentes de
nitrogeno NH4CI(A) y KNO; (B) en concentracion estandar (25mM) y limitante (1.25mM) a los 5 dias de

incubacion.

A) B)

25mM  1.25mM 25mM  1.25mM

ASBLU 15-8 vz

osc
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LUz
ASBLU 22-1
osc
LUz
ASBLU 22-10
osc
LUz
ASBLU 7-1
osc
LUz
ASBLU 7-7
osc
Luz
SEBLU 7-10
osc

FIGURA 12. Morfologia colonial de las cepas T. atroviride IMI, ASBLU 15-8, ASBLU 22-1, ASBLU 22-10,
ASBLU 7-1, ASBLU 7-7 y SEBLU 7-10. Las cepas fueron crecidas en medio voguel bajo condiciones de luz y
oscuridad, utilizando como fuentes de nitrégeno NH,CI(A) y KNO; (B) en concentracion estandar (25mM) y

limitante (1.25mM) a los 5 dias de incubacion.
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A) B)

25mM  1.25mM 25mM  1.25mM

LUz
SEBLU 17-6
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FIGURA 13. Morfologia colonial de las cepas T. atroviride IMI, SEBLU 17-6 y SEBLU 17-12A. Las cepas
fueron crecidas en medio voguel bajo condiciones de luz y oscuridad, utilizando como fuentes de nitrégeno

NH4CI(A) y KNO; (B) en concentracion estandar (25mM) y limitante (1.25mM) a los 5 dias de incubacion.
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A)
Luz Oscuridad
" i M ;
SEBLR1-8 B1.25mi SEBLR1-8 B 1.25mM
#25mM 825mM
SEBLR2-13 SEBLR2-13
0.00E+00 2.00E+07 4 00E+07 0.00E+00 2.00E+07 4.00E+07
esp/ml esp /ml
B)
Luz Oscuridad
Ml Ml
SEBLR1-8 H1.25mM SEBLR 1-8 E125mM
M 25m - H25mM
SEBLR2-12 SEBLR 2-13 i
0.00E+00 2.00E+05 4.00E+05 6.00E+05 0.00E+00 2.00E+05 4.00E+05 6.00E+05
esp/ml esp/ml

FIGURA 14. Comparacién de la produccion de conidias (esp/ml) de T. atroviride IMI, SEBLR 1-8 y SEBLR 2-13

bajo condiciones de luz y oscuridad, utilizando como fuentes de nitrogeno NH,CI(A) y KNO; (B) en

concentracion estandar (25mM) y limitante (1.25mM).
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A)
Luz Oscuridad
Il I
SEBLR1-8 B1.25mM SEBLR1-8 B1.25mM
H25mM H25mM
SEBLR2-13 SEBLR2-13
T T I
0 50 100 150 50 100 150
Peso(mg) Peso(mg)
B)
Luz Oscuridad
Ml 1M1
SEBLR 1-8 ®1.25mM SEBLR1-8 ®1.25mM
M25mM M25mM
SEBLR2-13 SEBLR 2-13
T T I I
0 5 10 0 5 10
Peso(mg) Peso(mg)

Figura 15. Determinacion de la biomasa (mg) de T. atroviride IMI, SEBLR 1-8 y SEBLR 2-13 bajo condiciones

de luz y oscuridad, utilizando como fuentes de nitrogeno NH4CI(A) y KNO; (B) en concentracion estandar

(25mM) y limitante (1.25mM).
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A)
Luz Oscuridad
i I ;
ASBLU 52 ASBLU 3-2
B1.25mM |1.25mM
ASBLU 55 4 25 s, w 25mM
ASBLU15-8 ASBLU15-8
0.00E+00 2.00E407 4.00E407 0.00E+00 2.00E+07 4 00E+07
esp/ml esp /il
B)
Luz Oscuridad
Ml IMI
ASBLU 5-2 ASBLU 52
B1.25mM B1.25mM
ASBLU 5-5 B, ASBLU 55 -
ASBLU 15-8 ASBLU 15-8
| | |
0.00E+00 5.00E+05 1.00E+06 0.00E+00 5.00E+05 1.00E+06
esp /ml esp/ml

FIGURA 16. Comparacion de la produccion de conidias (esp/ml) de T. atroviride IMI, ASBLU 5-2, ASBLU 5-5y
ASBLU 15-8 bajo condiciones de luz y oscuridad, utilizando como fuentes de nitrogeno NH4CI(A) y KNO; (B)

en concentracion estandar (25mM) y limitante (1.25mM).
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A)
Luz Oscuridad
M| | Ml
ASBLU5-2 ASBLU 5-2
B125mM B1.25mM

ASBLU 5-5 o ASBLU 5-5 _—

ASBLU15-8 ASBLU15-8
T T T
0 50 100 150 0 50 100 150
Peso (mg) Peso(mg)
B)
Luz Oscuridad
Ml ji
ASBLU 5-2 JERli5Y
®1.25mh B1.25mM

ASBLU5-5 B 25mM HablH &3 w 25mi

ASBLU15-8 ASBLU15-8
I | I
0 5 10 0 5 10
Peso(mg) Peso(mg)

FIGURA 17. Determinacion de la biomasa (mg) de T. atroviride IMI, ASBLU 5-2, ASBLU 5-5 y ASBLU 15-8

bajo condiciones de luz y oscuridad, utilizando como fuentes de nitrogeno NH,CI(A) y KNO; (B) en

concentracion estandar (25mM) y limitante (1.25mM).
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i i IMI
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0.00E+00 2.00E+07 4.00E+07 0.00E+00 2.00E+07 4.00E+07
esp/ml esp /ml
B)
Luz Oscuridad
ASBLU 221 H1.25mM ASBLU 22-1 H1.25mM
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ASBLU 22-10 ASBLU 22-10
I I |
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esp /ml esp/ml

FIGURA 18. Comparacion de la produccion de conidias (esp/ml) de T. atroviride IMI, ASBLU 22-1 y ASBLU
22-10 bajo condiciones de luz y oscuridad, utilizando como fuentes de nitrogeno NH,CI(A) y KNO; (B) en

concentracion estandar (25mM) y limitante (1.25mM).

FRANCISCO JAVIER ARELLANO DURAN

Pagina 42




’ESTUDIO DEL EFECTO DE LA CONCENTRACION Y TIPO DE FUENTE DE NITROGENO SOBRE LA CONIDIACION Y CRECIMIENTO DE Trichoderma

atroviride IMI, BLR1-BLR2 Y MUTANTES BLU”’
- — — — |

A)
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IMI Ml
ASBLU22-1 B1.25mM ASBLU 221 81.25m
M 25mM §25mM
ASBLU22-10 ASBLU 22-10
I I [
0 50 100 150 0 50 100 150
Peso(mg) Peso(mg)
B)
Luz Oscuridad
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ASBLU 2241 B1.25mM ASBLU 22-1 B1.25mM
H25mM H25mM
ASBLU 22-10 ASBLU 22-10
T T
0 5 10 0 5 10
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Figura 19. Comparacion de la produccién de biomasa de T. atroviride IMI, ASBLU 22-1 y ASBLU 22-10 bajo
condiciones de luz y oscuridad, utilizando como fuentes de nitrogeno NH4CI(A) y KNO; (B) en concentracion

estandar (25mM) y limitante (1.25mM).

FRANCISCO JAVIER ARELLANO DURAN Pagina 43




’ESTUDIO DEL EFECTO DE LA CONCENTRACION Y TIPO DE FUENTE DE NITROGENO SOBRE LA CONIDIACION Y CRECIMIENTO DE Trichoderma

atroviride IMI, BLR1-BLR2 Y MUTANTES BLU””
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" i . u
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M25mM E M 25mM
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I
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FIGURA 20. Comparacién de la produccion de conidias (esp/ml) de T. atroviride IMI, ASBLU 7-1y ASBLU 7-7
bajo condiciones de luz y oscuridad, utilizando como fuentes de nitrogeno NH4CI(A) y KNO; (B) en

concentracion estandar (25mM) y limitante (1.25mM).
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FIGURA 21. Comparacion de la produccion de biomasa (mg) de T. atroviride IMI, ASBLU 7-1 y ASBLU 7-7

bajo condiciones de luz y oscuridad, utilizando como fuentes de nitrogeno NH4ClI(A) y KNOs (B) en

concentracion estandar (25mM) y limitante (1.25mM).
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FIGURA 22. Comparacién de la produccion de conidias (esp/ml) de T. atroviride IMI, SEBLU 17-6, SEBLU 17-
12A y SEBLU 7-10, bajo condiciones de luz y oscuridad, utilizando como fuentes de nitrégeno NH,CI(A) y
KNO; (B) en concentracion estandar (25mM) y limitante (1.25mM).
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FIGURA 23. Determinacion de la biomasa (mg) de T. atroviride IMI, SEBLU 17-6, SEBLU 17-12A y SEBLU
7-10 bajo condiciones de luz y oscuridad, utilizando como fuentes de nitrogeno NH,CI(A) y KNO; (B) en

concentracion estandar (25mM) y limitante (1.25mM).
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La sobreexpresion de los genes blrl y blr2 de T. atroviride IMI origina un fenotipo de
reduccion en la formacion de conidias y de hiperconidiacion respectivamente (Esquivel-
Naranjo y col, 2007). Con el fin de establecer el efecto de la fuente de N (tipo y
concentracion) sobre el fondo genético de sobreexpresion de los genes blr respecto a la
formacion de conidias y crecimiento, se llevaron a cabo los ensayos correspondientes
descritos en materiales y métodos. Al igual que con las mutantes BLRs utilizando como
fuente de N amonio en la concentracion estandar las mutantes SEBLRS conidiaron muy poco
en presencia de luz, la SEBLR 1-8 unas 70 veces menos y la SEBLR 2-13 unas 4 veces. En la
concentracion limitante la produccion de esporas fue mucho menor. Mientras que en
oscuridad la concentracion de conidias bajo considerablemente llegando a ser nula en la
SEBLR 2-13 sin importar el medio utilizado. En cuanto a la produccion de micelio aqui las
mutantes SEBLRS tuvieron una produccién mayor que la cepa silvestre tanto en luz como en
oscuridad ya que en ambos medios se mostro el mismo comportamiento, sobresaliendo la
mutante SEBLR 1-8. Mientras que al utilizar el nitrato la conidiacion fue menor que en la
cepa silvestre tanto en luz como en oscuridad, aunque en esta ultima la condicion limitante
fue la que tuvo produccion de conidias algo que no sucedid con la cepa silvestre, ademas de
que en el medio NO25 no hubo presencia de conidias para las mutantes SEBLRS. En cuanto a
la obtencion de biomasa utilizando nitrato esta fue muy escasa, aunque en condiciones de luz
y en ambos medios (NO25 y NO1.25) la produccion de micelio de las SEBLRS resulto ser
mayor que el de la cepa parental destacando con una produccion mayor la cepa SEBLR 1-8.
En ausencia de luz el comportamiento fue similar al obtenido en luz pero aqui la cepas
SEBLRs tuvieron una producciéon menor de micelio que en dicha condicion y al obtenido por
la cepa silvestre.

Las mutantes ASBLUS tienen una expresion del cDNAs en orientacion antisentido en
el vector pUEO8 ocurriendo un silenciamiento de aquellos genes regulados por la luz
(Esquivel-Naranjo y col, 2007). Las mutantes ASBLUS conidiaron ligeramente menos que la
cepa silvestre, siendo la de mayor produccion de conidias la ASBLU 22-1 esto en la
concentracion estandar de amonio y en presencia de luz. Cuando la fuente de nitrégeno se
limito (1.25mM) la cepa parental se vio afectada considerablemente ya que la concentracion
de conidias disminuyo bastante, hecho que también ocurri6 en las mutantes ASBLUS

habiendo en algunos casos la ausencia de conidias como en la ASBLU 7-1. Mientras que en
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oscuridad en el caso particular de la cepa ASBLU 5-2 la ausencia de luz tiene un efecto
importante ya que no hay formacion de conidias esto independientemente de la concentracion
de amonio utilizada, mientras que este fendmeno también se presentd en las cepas ASBLU 5-
2, ASBLU 15-8 y ASBLU 7-7 pero esto solamente en la concentracion estandar de amonio,
respuesta que no ocurrid en la cepa silvestre independientemente del medio. En cuanto a la
produccion de micelio el cual se determino por peso seco a los 5 dias de incubacion, en la
concentracion estandar de amonio las mutantes ASBLUS tuvieron una mayor produccion de
micelio que la cepa parental siendo la ASBLU 5-5 la de mayor produccion, mientras que en la
limitacion de amonio (1.25mM) se dio un escasa produccion de micelio todo esto en presencia
de luz. En oscuridad en la cepa silvestre se observo una disminucion considerable respuesta
que no ocurrié en algunas mutantes ASBLUs (ASBLU 5-2 y ASBLU 5-5) las cuales tuvieron
un pequefio aumento. Al utilizar nitrato como fuente de N las mutantes ASBLUS se
comportaron de manera muy similar al tener un rango maximo de 10 conidias/ml esto en el
medio NO25 y en presencia de luz, por otro lado la condicion limitante de nitrato si tuvo
efecto sobre la concentracion de conidias producidas en todas las cepas incluida la silvestre
esto en presencia de luz. Por el contrario en oscuridad la limitacién inhibi6 la produccion de
conidias en las cepas ASBLU 15-8, ASBLU 7-1 y ASBLU 7-7 pero aqui sin importar la
concentracion de nitrato utilizada, respuesta que también ocurri6 en la cepa parental, mientras
que para la cepa ASBLU 22-10 dicho efecto de no producir conidias solo se dio en el medio
limitante (NO1.25). Respecto a la produccion de micelio utilizando nitrato se observo una
muy escasa produccion de micelio en todas las cepas incluyendo la silvestre
independientemente del medio utilizado y de la presencia o ausencia de luz aunque en la
condicion limitante con luz se observo una mayor produccion de micelié independientemente
de la concentracion de N.

Como otra forma de estudiar la relacion de la fotoconidiacion con los genes
encargados de la regulacion de la luz, se realizo una sobre-expresion de estos genes, estas
transformantes al igual que las anteriores se nombran considerando el efecto de la sobre-
expresion de los genes por ejemplo sobre-expresion del gen blu 17 (SEBLU 17) (Esquivel-
Naranjo y col, 2007). En condiciones estdndar de la concentracion de amonio 25mM la
produccion de conidias en las mutantes SEBLUS fue menor que la cepa parental teniendo un

L, . 7 .. . .,
rango maximo de 10" conidias /ml esto en presencia de luz, cuando la fuente de nitrégeno se

FRANCISCO JAVIER ARELLANO DURAN Pagina 49



’ESTUDIO DEL EFECTO DE LA CONCENTRACION Y TIPO DE FUENTE DE NITROGENO SOBRE LA CONIDIACION Y CRECIMIENTO DE Trichoderma
atroviride IMI, BLR1-BLR2 Y MUTANTES BLU””

redujo 20 veces (1.25mM) tanto la cepa parental y las SEBLUS disminuyeron
considerablemente la produccion de conidias, por otra parte en oscuridad las cepas SEBLUS
disminuyeron la concentracién de conidias en ambos medios (NH25 y NH1.25), teniendo un
efecto similar al de la cepa silvestre alcanzando un rango maximo de 10° conidias /ml excepto
en la condicion limitante de la cepa SEBLU 7-10 en la cual no hubo produccion de conidias.
En cuanto a la produccion de micelio en la concentracion estandar de amonio y en presencia
de luz la cepa SEBLU 7-10 tiene la mayor produccion de micelio superando aun a la cepa
silvestre, mientras que al reducir 20 veces la concentracion de nitrégeno es notable la
presencia de este efecto por la poca produccion, siendo la SEBLU 17-6 la que produjo mas
aun que la cepa silvestre. Ahora en oscuridad en la concentracion estandar las cepas mutantes
SEBLRs tuvieron mayor produccion de micelio que la cepa parental, mientras que en la
condicion limitante ocurrid lo mismo que en la concentracion estandar pero con un descenso
considerable en la produccion de micelio. Por otra parte al utilizar nitrato a una concentracion
estandar la produccion de conidias fue similar en niumero entre todas las cepas incluyendo a la
silvestre en un rango maximo de 10° conidias/ ml esto claro en presencia de luz. Mientras que
bajo la condicion limitante de nitrato hay un efecto minimo sobre la cepa SEBLR 17-12A Ia
cual tiene un ligero aumento en la produccién de conidias bajo esta condicidon, no teniendo
este mismo efecto en las demds cepas. Por otro lado la ausencia de luz inhibi6 la produccion
de conidias en la cepa silvestre en la condicion limitante de nitrato, mientras que la cepa
SEBLU 7-10 no formo conidias independientemente de la concentracion de N, mientras que
las demas SEBLUS tienen un comportamiento similar entre ellas teniendo una pequefia
produccién de conidias tanto en la concentracion estandar como en la limitante. Respecto a la
utilizacion de nitrato como fuente de N no fue tan productiva en la produccion de micelio ya
que sin importar medio y condicion luminosa la biomasa que se obtuvo fue muy poca,
destacando el aumento en la condicién limitante tanto de luz y de oscuridad de las cepas

SEBLU 17-6 y SEBLU 17-12A.
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Vil
CONCLUSIONES

» La limitacion en la fuente de N como (NH,4) promovi6 un aumento en la formacion de
conidias en las mutantes BLR, estando ligado esta respuesta a la presencia de luz.

= La velocidad de crecimiento de la cepa BLR2 es notablemente superior al de la cepa
parental independientemente de la concentracion de amonio como fuente de N
analizada.

* La utilizacion de las fuentes de N ya sea amonio o nitrato es similar entre la cepa
silvestre y mutantes BLR, teniendo para el nitrato un efecto notorio en la limitacion
sobre el crecimiento y conidiacion de las cepas.

» Las mutantes SEBLR 1-8 y SEBLR 2-13 no muestran una respuesta a la limitacion de
amonio sobre la formacion de conidias, siendo la produccion inferior en todos los
casos a la cepa silvestre.

* Todas las mutantes ASBLU y SEBLU tienen valores de produccion de conidias
inferiores a la cepa silvestre cuando el amonio es utilizado como fuente de N.

Por otra parte en medio conteniendo NO; como unica fuente de N la produccion de

conidias llego a ser superior a la cepa silvestre como en el caso de la mutante ASBLU
5-2, ASBLU 7-7, ASBLU 22-1 y ASBLU 22-10.
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