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RESUMEN

Las especies de Trichoderma conidian en respuesta a varios factores de estrés tales
como luz, estrés nutricional, dafio mecanico y pH. La aplicacion de un pulso luminoso a
una colonia de Trichoderma es suficiente para inducir un anillo de conidiacion en la
periferia de la colonia al momento de la exposicion. La percepcion del estimulo luminoso
en Trichoderma esta mediado por las proteinas BLR. Mutantes nulas en los genes blr no
son capaces de conidiar en respuesta a la luz pero si responden a limitacion de N a través de
la formacion de conidias. En este estudio, se evalu6 la respuesta de T. atroviride al déficit
de Pi en la induccion de la conidiacion, utilizando a la cepa silvestre (Wt), y a las mutantes
ciegas a luz (Ablr-1, Ablr-2). La evaluacion de la fotoconidiacion en diferentes
concentraciones de Pi mostré que una concentracion de 0.9mM indujo la méxima
formacion de conidias (4.16E+06 conidias). En ausencia de luz, esta respuesta se vid
limitada observandose solo algunos conidi6foros, mismos que se hicieron mas abundantes
en concentraciones menores del nutriente. En las mutantes blr no se observaron efectos
aparentes en la induccion del anillo de conidias por el efecto combinado de la luz y la
limitacion de Pi, presentando abundante micelio y presencia esporadica de conidiéforos. En
oscuridad el crecimiento de las cepas wt y mutantes blr fue similar. La expresion de genes
asociados al proceso de conidiacion (con-1, con-10, con-13, nrc-2, pp-1, otfc) utilizando
RT-PCR se llevo a cabo durante la conidiacién estimulada por un pulso de luz y por la
limitacion de Pi. La expresion de con-1 se observo en todas las concentraciones limitantes
de Pi e independientemente del estimulo luminoso. Por otra parte, en las mutantes blr el
transcrito correspondiente a este gen no fue detectado, por lo que su expresion es

dependiente de las proteinas BLR.

PALABRAS CLAVE: Trichoderma atroviride, Pi, conidiacion, fotorreceptores.
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I. INTRODUCCION

1.1 La luz en los sistemas biolégicos

Todos los sistemas bioldgicos en el transcurso de la evolucidon han estado expuestos
a radiaciones electromagnéticas provenientes del sol, conocida como luz, radiacién que se
propaga en forma de ondas. La energia transportada por las ondas es proporcional a su
frecuencia, de modo que a mayor frecuencia de la onda, mayor es su energia. Por lo tanto la
luz visible por el ojo humano comprende longitudes de onda que van desde 780 nm (rojo
lejano) a 380 nm (violeta), rango que perciben todos los seres vivos. (Rios, 2004; Esquivel,
2007) (Figura 1). La luz presenta diferentes longitudes de onda, las de menor energia y
mayor longitud de onda son aquellas necesarias para las vibraciones de enlaces moleculares
que se transforma en calor, colocandose en el rango de infrarrojo. Las emisiones de mayor
energia y menor longitud de onda, estdn implicadas en reacciones fotoquimicas en
moléculas de importancia bioldgica, corresponde al rango de ultravioleta. La luz tiene
propiedades que pueden ser dafiinas para muchos organismos vivos, por lo tanto puede ser
utilizada como fuente de informacidon o como fuente de energia dependiendo del estado
energético de la luz, ejerciendo un control directo sobre el crecimiento y desarrollo
(Esquivel y col., 2007; Neff y Col., 2011), siendo un factor crucial para la sobrevivencia en
la naturaleza (Tisch y col., 2009; Schmoll y col., 2010).

Toda materia con carga eléctrica puede tomar energia de un campo eléctrico, como
electrones y moléculas al interactuar con la luz, un electron pasa de un estado basal a uno
excitado por la energia que absorbe de su entorno y al liberarla regresa a su estado basal
(Rios, 2004). La luz ultravioleta y azul, es percibida como una sefial de alerta para muchos
organismos activando mecanismos de proteccion (sintesis de pigmentos), defensa (sintesis
de enzimas) y formacion de estructuras de reproduccion (esporas) ya que afecta moléculas
de importancia biologica como el DNA generando mutaciones que pueden ser transmitidas
a la siguiente generacion por su capacidad de iniciar reacciones de radicales libres
descontroladas tales como especies reactivas de oxigeno (ROS). El oxigeno durante su
reduccion puede liberar gran cantidad de energia y de este modo es un peligroso almacén

energético.
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Los metabolitos altamente reactivos y reducidos parcialmente, como el anion
superoxido, el radical hidroxilo, peroxido de hidrogeno, conocidas como especies reactivas
de oxigeno pueden originarse a durante las reacciones de transferencia de electrones, como
aquellas en las que interviene la luz. Adicionalmente, la luz visible indirectamente puede
generar especies reactivas de oxigeno en reacciones fotosensibilizadas por transferencia de
energia de una molécula que se activa por luz visible como una flavina (cromoforos)
(Lledias y Hansberg, 2000; Rios, 2004; Schmoll y col., 2010). Para algunos organismos la
luz es benéfica ya que proporciona la energia necesaria para su desarrollo y para otros es
muy dafiina llegando a causar la muerte. Por lo tanto durante la evolucion se han
seleccionado mecanismos moleculares para decodificar la informacion existente en la luz y
de esta manera responder de forma rapida a esta sefial y contrarrestar sus efectos negativos
(Linden H y col., 2002; Tisch y col., 2009) modificando perfiles de transcripcion génica
para adaptarse ante cambios ambientales (Ma y col., 2001; Linden y col., 1997; Idnurm y

col., 2005; Schmoll y col., 2010).

®

3 -
m =
s g 8 s :
© % T &8k S
[ " [ ===t =
= - 2 aEmE® =
= L= g 8 = =] m
> ENESEEE T @
gg Sdgrgadd & Y
g2 F | 2
= ; | i =
= i 1 ! =]
Z
2300 400 500 600 700 80 )z
=4 b}
8= &
-

Longitud de ondal ] | . | - |
ennm 1 10 102 103 104 105 106
Luz visihle
Rayos X ' 1} ' IF '

{Ultravioleta) {Infrarrojo)

Figura 1. Espectro de la radiacion solar. Tomado de: http://perso.wanadoo.es/frs88/tpn/desc/espectro.htm
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1.2 Fotorreceptores de luz en los sistemas biologicos

La percepcion de luz estd mediada por proteinas denominadas fotorreceptores, en
conjunto con moléculas pequefias no proteicas sensibles a luz denominadas cromoforos
como: retinoles, tetrapirroles, flavinas, porfirinas, pterinas (Herrera y Horwitz., 2007) que
los capacita para percibir practicamente todas las longitudes de onda del espectro de la luz
solar. La energia absorbida provoca cambios conformacionales en el cromoéforo que se
transmite a la proteina fotorreceptora causandole cambios conformacionales pasando a un
estado activo (Chen y col., 2004; Ko y col., 2007). El fotorreceptor en su estado activo
transforma el estimulo externo en sefiales a través de proteinas efectoras que desencadenan
cambios bioquimicos y fisiologicos o directamente regulan la expresion de genes
necesarios para las respuestas fisiologicas especificas en la célula (Froehlich y col., 2002;
Chen y col., 2004; Casas-Flores y col., 2004; Ko y col., 2007; Esquivel., 2007), estas
moléculas fotorreceptores estan presentes en todos los organismos vivos. En eucariontes se
han descrito diferentes tipos de fotorreceptores, capaces de percibir la luz roja/rojo lejano y
azul (Cashmore y col., 1999). Las plantas presentan una compleja red de percepcion de luz
y transduccion de sefiales que permiten detectarla y responder a diferentes cambios, entre
los que se detectan son: intensidad, direccion, duracion y calidad de la luz. Empleando al
menos tres tipos de fotorreceptores: fototropinas, criptocromos y fitocromos. Las
fototropinas y criptocromos son flavoproteinas que contienen dos croméforos una pterina y
FAD (criptocromos) y dos FMN (fototropinas) que detectan la region UV cercana/azul.

Los fitocromos son cromoproteinas diméricas con una subunidad polipeptidica que
une un cromoforo de tetrapirrol que establece una unién covalente con una cisteina
detectando la region de luz roja/jora lejano) (Froehlich y col., 2005). En plantas los
criptocromos y fitocromos controlan el crecimiento y el desarrollo, en funcién de la
longitud de onda, la intensidad y la duracion diurna de la radiacion (Cashmore y col., 1999;
Smith, 2000), en tanto las fototropinas funcionan controlando la direccion 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; Jarillo y col., 2001). Por otra parte los fotorreceptores existentes en
mamiferos estan las opsinas asociadas a retinol, los criptocromos asociadas a flavinas y

pterinas, ambos estan implicados en la percepcion de la luz azul (Idnurm y col., 2005). Los
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hongos responden a diversas sefiales del medio ambiente, como la luz, que regula muchas
respuestas en ellos como la conidiacion, el fototropismo, el desarrollo sexual, el
encarrilamiento del ritmo circadiano, etc., ademds son capaces de responder a diferentes
tipos de luz, desde la ultravioleta hasta el rojo lejano (Linden y col., 1997; Casas-Flores y
col., 2004; Schmoll y col., 2005; Silva y col., 2006; Idnurm y col., 2006; Herrera-Estrella y
Horwitz, 2007; Tisch y Schmoll, 2009). Extensos trabajos han llevado a la identificaciéon y
caracterizacion de fotorreceptores fungicos, a través proyectos de secuenciacion de
genomas han revelado que las cuatro clases de fotorreceptores encontrados en otros reinos,
se encuentran conservados en los hongos (Purschwitz y col., 2006), tales como las opsinas,
fitocromos, criptocromos, fotoliasas (Figura 2). Los fotorreceptores presentan un dominio
de unidén al cromodforo, asi como un dominio efector interaccionando con proteinas para la
transduccion de la sefal luminosa. En trabajos anteriores se ha establecido que los
fotorreceptores en condiciones de oscuridad tienden a una conformacion cerrada, debido a
la interaccion entre el dominio de unién al cromoéforo y el dominio efector, bloqueando
toda actividad; en condiciones de luz, los fotorreceptores experimentan cambios
estructurales, permitiendo la liberacion de las proteinas, que conllevan a generar respuestas

a los estimulos extracelulares (Cheng y col., 2004; Ko y col., 2007).
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Figura 2. Diferentes proteinas encontradas en el genoma de diversos hongos que podrian funcionar como
fotorreceptores. (Modificado de Purschwitz y col., 2006).
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1.3 Fotorreceptores de luz azul en hongos

El hongo filamentoso mejor estudiado es N. crassa, donde los mecanismos
genéticos y moleculares son mejor conocidos. Empleando mutantes “ciegas a la luz” se
identificaron dos genes wc-1 y wc-2 (white collar-1 y white collar-2) cuyos productos son
necesarios para la fotorecepcion denominadas WC-1 y WC-2, que regulan todas las
respuestas a la luz azul descritas en el hongo ascomiceto N. crassa (Ballario y col., 1996;
Linden y Macino., 1997). La proteina WC-1 presenta tres dominios PAS, dos de ellos
implicados en la interaccion proteina-proteina y el tercero es un dominio de uniéon a
cromoéforo (dominio LOV), presenta un dominio de unién a DNA tipo gata, un dominio de
activacion transcripcional y una sefial de localizacion nuclear. Posteriormente, se demostrd
que WC-1 es el fotorreceptor por poseer una molécula de FAD en el dominio LOV el cual
es esencial para la percepcion de luz y la fotoadapatacion provocando la dimerizacion del
complejo WCC que induce la expresion de VIVID en N. crassa (Froehlich y col., 2002; He
y col., 2002; Malzahn y col.,2010). En tanto WC-2 presenta un solo dominio PAS, un
dominio de uniéon a DNA tipo gata, un dominio de activacion transcripcional, y una senal
de localizacion nuclear (Talora y col., 1999). WC2 no participa directamente en la
captacion de la luz, pero es esencial para la formacion del complejo fotorreceptor con WC-
1 a través de la interaccion de los dominios PAS, esa interaccion es esencial para la funcion
del complejo WC que se une a los promotores de genes inducidos por luz (Linden y col.,
1997; Froehlich y col., 2002; He y col., 2002; Cheng y col., 2003). En N. crassa se
describi6 un segundo fotorreceptor de luz azul-UV A, necesario para la foto-adaptacion que
le permite al hongo detectar cambios en la intensidad de luz (Schwerdtfeger y Linden,
2003). VIVID es una proteina de 186 aminoacidos, presenta un solo dominio LOV que une
una molécula de FAD 6 FMN (Schwerdtfeger y Linden, 2003). Por lo tanto VIVID
interactiia con las proteinas WC-1, WC-2 para regular el mecanismo molecular del reloj
circadiano de N.crassa (Brunner y Schafmeier., 2006; Dunlap y Loros., 2006, Hunt y col.,
2010).

Genes similares a wc-1 se han identificado en todo el reino de los hongos
(ascomicetes, basidiomicetes y zigomicetes). Por ejemplo en Magnaporthe oryzae, se ha
sugerido que requiere la proteina codificada por el gen wc-1, asi también en Bipolaris

oryzae es esencial la presencia del producto de este gen, ya que actia como sensor de luz y
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para la expresion de una fotoliasa (Kihara y col., 2007). El ascomiceto Tuber borchii
presenta el gen tuber que codifica una proteina que funciona como fotorreceptor pero no
presenta un dominio activador poliglutamina, esto sugiere que no funciona como activador
transcripcional (Lombardi y Brody., 2005). Una cepa mutante de Cryptococcus neoformans
en el gen similar a wc-1 mostréo un fenotipo ciego, ademas se logro identificar un gen
similar a wc-2 por comparacion de secuencia. La proteina WC-1 de Cryptococcus presenta
un dominio de unidén a cromoforo pero carece del dominio de union a DNA, que esta
presenta en la proteina WC-2 (Idnurm y Heitman., 2005; Lu y col., 2005). En Phycomyces
blakesleeanus se han identificado genes madA y wcOA homologos a wc-1. La proteina
MADA es similar a WC-1 de N. crassa, presenta un dominio de unioén a flavinas y un
dominio de unién a DNA, esto sugiere un papel de activador transcripcional génica tras la
recepcion de luz azul (Idnurm y col., 2006). La proteina WCOA también es similar a la
proteina WC-1 de N. crassa, los dominios funcionales sugieren que podria funcionar como
factor de transcripcion (Idnurm y col., 2006; Rodriguez-Romero., 2006). Dentro de los
fotorreceptores de luz azul descritos en sistemas fungicos estan las opsinas, los
criptocromos, los fitocromos, fotoliasas, asi también las proteinas WC y BLR, estas dos
ultimas encontradas en N. crasas y T. atroviride respectivamente (Idnurm y Heitman.,2005;
Corrochano y Galland.,2006; Purschwitz y col.,2006).

1.4 Fotorreceptores de luz descritos en T. atroviride
En T. atroviride se ha identificado genes homologos a los genes wc de N. crassa,

estos dos genes identificados fueron denominados blr-1 y blr-2 que codifican proteinas
esenciales para la fotoconidiacion y la expresion de genes regulados por luz azul (Casas-
Flores y col., 2004; Rosales-Saavedra y col., 2006). Las proteinas BLR funcionan como
fotorreceptores y factores de transcripcion ya que presentan dominios de union a DNA tipo
GATA y dominios PAS necesarios para interactuar y formar complejos entre ellas (Ballario
y col., 1996; Linden y Macino, 1997; Liu y col., 2003; Casas-Flores y col., 2004). La
proteina BLR-1 tiene un dominio de uniéon a DNA y tres dominios PAS, el primer dominio
es considerado un LOV, un dominio sensorial que tiene todos los aminoacidos necesarios
para interactuar con un cromo6foro FAD, incluyendo la cisteina para formar el aducto con la

flavina, esto sugiere que BLR-1 es el fotorreceptor de luz azul en T. atroviride (Figura 3).
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En tanto la proteina BLR-2, presenta un dominio PAS, una estructura coiled-coil, un
dominio de unién a HDAC, y un dominio de unién a DNA (Figura 3). Se sugiere que la
proteina BLR-1 y BLR-2 actuan como un complejo, interactuando a través de sus dominios
PAS, al igual que en el caso de N. crassa (Casas-Flores y col., 2004; Rosales-Saavedra y
col., 2006). Mutantes nulos en los genes blr de T. reesie muestran un fenotipo similar a T.
atroviride (Castellanos y col., 2010). Cepas de T. atroviride que sobreexpresan el gen blr-2,
son muy sensibles a luz azul (Esquivel-Naranjo y Herrera-Estrella, 2007). Por otra parte se
ha identificado en T. atroviride un segundo fotorreceptor homologo a la proteina VIVID
descrito en N. crassa (Heintzen y col., 2001; Schwerdtfeger y Linden., 2001, 2003)
denominado ENVOY codificado por el gen envl, la cual presenta un dominio PAS/LOV,
se sugiere como regulador negativo de la expresion de genes regulados por el complejo
BLR (Castellanos y col., 2010; Schmoll y col., 2005, 2010; Schuster y col., 2007). En cepas
nulas en los genes blr, se ha observado que siguen respondiendo a luz, lo cual sugiere que
especies de Trichoderma (T. reesie, T. atroviride y T. virens) presentan genes adicionales
que codifiquen receptores funcionales y esto complemente la pérdida de los genes blr.

También se ha identificado en el genoma de Trichoderma una CPD fotoliasa
(PHR1), una DASH-criptocromo (Ta-12806, Tv-28006 y Tr-59726), y una proteina
criptocromo/6-4 fotoliasa (Ta-86846, Tv-37166 y Tr-77473) (Figura 3). La proteina CRY-
DASH presenta extensiones variables entre las tres especies de Trichoderma (Schmoll y
col., 2010). Otros fotorreceptores que no perciben la luz azul también se han identificado en
especies de Trichoderma (T. reesie, T. virens y T. atroviride), tales como un fitocromo, una
opsina putativa, asi como homologos de la maquinaria de respuesta a luz en N. crassa y D.
melanogaster (FRQ1, FWDI1, BLI1, SHAGGY, TIMELESS), involucrados en el reloj
circadiano (Borkovich y col., 2004; Brunner y Kaldi., 2008). Trichoderma presenta genes
que codifican una gran variedad de proteinas necesarias para la percepcion de la sefial
luminosa. La luz azul-UVA regula al fototropismo, la carotenogénesis, el crecimiento, la
reproducciéon y los ritmos circadianos (Linden y col., 1997; Casas-Flores y col., 2004;

Schmoll y col., 2005; Silva y col., 2006; Idnurm y col., 2006).
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Figura 3. Representacion delos principales fotorreceptores en especies de Trichoderma. Presentando los dominios
conservados en todos los fotorreceptores: HDAC (Dominio Histona Deacetilasa), LOV (Luz, Oxigeno, y Voltaje), PAS
(primer dominio encontrado en la proteina del periodo circadiano-Per), GATA (Dedo de zinc tipo- GATA), PHY
(caracteristica del dominio fitocromo, GAF (cGMP fosfodiesteresa/Adenilato ciclasa/FhlIA, HIS kinasa (dominio
Histidina kinasa). Tomado de Schmoll y col., 2006.

1.5 Caracteristicas del genero Trichoderma
El género Trichoderma comprende un gran numero de hongos filamentosos,

clasificados como ascomicetos, orden Hipocreales, genero Hypocrea. A pesar de que se ha
descrito la fase sexual de Trichoderma, su ciclo de vida sigue siendo prioritariamente
asexual, proceso que involucra la transicion morfologica de micelio a conidias, conocido
como conidiacion. Las especies de Trichoderma se encuentran en una gran variedad de
ecosistemas, en suelos forestales y agricolas. Trichoderma se caracteriza por poseer hifas
ramificadas, septadas y una conidiacion verde tipica. Los conidios formados son hialinos,
ovoides, de color verde y se forman sobre estructuras ramificadas llamadas conidi6foros
que se sitian sobre células denominadas fidlides y algunas especies producen un olor
caracteristico a coco debido a un compuesto volatil bioldégicamente activo (6-pentil-a-

pirona) (Domsch y col., 1993; Hidalgo., 1989; Brotman y col., 2010). Crecen a un ritmo
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rapido en cultivo con la produccion de numerosas conidias de color verde, caracteristica de
este género, utilizan un amplio rango de compuestos como fuente de carbono y nitrégeno,

entre los que se encuentran monosacaridos o disacaridos (Danielson y col., 1973).

1.6 Fotoconidiacion en T. atroviride
En T. atroviride la luz azul regula varios procesos fisiologicos y de desarrollo tal es

el caso de la fotoconidiacion como un proceso de transiciones de micelio a conidias, al
recibir un pulso de luz (Figura 4), Gnica respuesta observada y por tal razén este hongo
filamentoso es usado como modelo fotomorfogénico (Horwitz y col., 1985). Dentro de los
primeros eventos fisiologicos inducidos por la luz azul en T. atroviride es el incremento de
niveles de AMPc, activacion de la actividad de la Adenilato ciclasa, fosforilacion de
proteinas, cambios en el potencial de membrana, variacion en las concentraciones de ATP
y transcripcion de genes (Gresik y col., 1988, 1991; Kolarova y col., 1992; Nemcovic y
col., 1998; Sulova y col.,, 1990; Berrocal-tito y col., 2000). Entre los factores que
desencadenan el proceso de conidiacion en Trichoderma tenemos: la luz, el estado
nutricional, el pH del medio, calcio extracelular, dafio mecanico y compuestos organicos
volatiles fangicos (Steyaert y col., 2010). Cuando la conidiacién es inducida por luz, un
pulso de luz azul a una colonia que crece en oscuridad, induce la formacion de un anillo de

conidias en la periferia de la colonia cuando recibi6 el pulso (Figura 4) (Betina, 1984).

Oscuridad Luz

Figura 4. Fotoconidiacion de Trichoderma atroviride. Colonias de la cepa wt donde se observa la formacion del anillo
de conidias posterior al pulso (Derecha) y en oscuridad (Izquierda) crece con micelio abundante.
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Los cambios morfoldgicos de la fotoconidiacion ocurre en 5 pasos siguientes al
pulso de luz: a) a las 4 h hay emergencia de hifas aéreas, b) a las 8 h y 9 h las hifas aéreas
se ramifican, c) el desarrollo de fialides inicia a las 12 h, d) la formacion de conidias inicia
alas 16 h, e) a las 24 h se observan conidias maduras (Figura 5). Cuando la colonia crece
en condiciones de luz constante la conidiacién ocurre en toda la colonia (Betina., 1984;
Horwitz y col., 1990, Steyaert y col., 2010b, ¢). Steyaert y col., (2010b, c) sugieren que la
fotoconidiacion es dependiente del estado metabodlico de las células hifales en crecimiento y
ademas que el anillo de conidias formado cuando la colonia es expuesta a la luz es también
dependiente de la composicion del medio, asi como de la especic de Trichoderma
empleada. La respuesta de fotoconidiacion en T. atroviride inducida por la luz azul es
mediada por las proteinas BLR-1 y BLR-2 (Blue Light Regulator) descritas anteriormente
(Casas-Flores y col., 2004; Castellanos y col., 2010).

(@) (b)

Figura 5. Cambios morfoldgicos observados durante la fotoconidiacion de Trichoderma. Tomado de Steyaert y col.,
2010.

Los genes blr-1 y blr-2 estan presentes en una sola copia en el genoma de T.
atroviride y son ortologos a los factores de transcripcion wc-1 y wc-2 bien caracterizados
en el hongo ascomiceto N. crassa encargados de la regulacion de la respuesta a la luz
(Ballario y col., 1996; Linden y Macino, 1997; Froehlich y col., 2002; He y col., 2002;
Cheng y col., 2003; Herrera-Estrella y Horwitz, 2007;). Como se revisd anteriormente
ambas proteinas (BLR y WCC) presentan dominios PAS, la cual tienen un papel

importante en la transduccion de sefiales monitoreando la energia celular, interacciones
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proteina-proteina y detectar sefiales ambientales (Taylor y Zhulin 1999; Casas-Flores y
col., 2004; Moglich y col., 2009). Con la finalidad de entender el sistema de percepcion de
la luz y el proceso que implica la conidiacion en T. atroviride se han enfocado a través del
estudio de los genes blr (blr-1y blr-2), parece ser que las vias de percepcion de la luz azul
son dependiente e independientes del complejo BLR (Berrocal-Tito y col., 2000; Casas-
Flores y col., 2006; Rocha-Ramirez y col., 2002; Schmoll y col., 2010). Mutantes nulas en
los genes blr-1 y blr-2 no son capaces de conidiar en respuesta a la luz, presentan una
morfologia colonial idéntico a la cepa wt crecida en oscuridad (Casas-Flores y col., 2004).
Para abordar la hipotesis de que BLR-2 es un factor limitante en el sistema de percepcion
de luz azul a través de las proteinas BLR, se realizo la sobre-expresion de blr-2 en T.
atroviride. Se observo que la sobre-expresion de Dblr-2 aumenta la fotosensibilidad
incrementando la fotoconidiacion, indicando que la expresion este gen es un factor
limitante en la transduccion de luz azul a través del complejo BLR. Caso contrario al sobre
expresarse blr-1, la fotoconidiacion disminuye. Estos resultados sugieren un delicado
balance en los niveles de BLR-1/BLR-2 en T. atroviride. El pH del medio también tiene un
efecto importante en la conidiacion, el rango varia de acuerdo a cada especie que va de 4 a
6.8 de pH (Bastos y col., 2001; Steyaert y col., 2010b, c¢). En T. virens la acidificacion
intracelular ocurre cuando la hifa es expuesta a la luz (Gresik y col., 1991). El calcio
extracelular también es considerado como un factor que induce la conidiacion, descrito en
T.viride posterior a las 48 h de incubacion independientemente del estado nutricional y
presencia de luz (Simkovic y col., 2008). Se ha descrito que la herida micelial también
induce la conidiacion en especies de Trichoderma (Casas-Flores y col., 2004; Steyaert y
col., 2010b, c), descubierto durante la caracterizacion de cepas carentes de genes para la
percepcion de la luz azul en T. atroviride. Estudios recientes sefialan que el nitrogeno y el
pH ambiental tienen un efecto interactivo en la conidiacion inducida por herida micelial
posiblemente generando estrés oxidativo (Steyaert y col., 2010b, c¢). se ha demostrado que
compuestos volatiles organicos en Trichoderma como el compuesto de 8 carbonos 1-octen-
3-ol estimula la conidiacion, ademas probablemente genera un sistema de sefializacion para
sincronizar esta respuesta y estos mismo autores sugieren la presencia de receptores
especificos sobre la membrana plasmatica (Nemcovic y col., 2008; Stoppacher y col.,

2010). El factor nutricional es considerado como un factor de estrés que induce la
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formacion de conidias en Trichoderma (Casas-Flores y col., 2006). Trichoderma conidia
cuando el crecimiento ha cubierto completamente la caja Petri, debida posiblemente a la
limitacion de nutrientes. A través del estudio morfogenético con las mutantes blr de T.
atroviride, se han obtenido evidencias de una posible relacion entre la conidiacion por
limitacidén de nutrientes y la respuesta a la luz azul. Se ha observado que la limitacion de
carbono provoca la conidiacion de T. atroviride en ausencia de luz, al evaluarse a las
mutantes blr-1 y blr-2 en estas mismas condiciones, no gener6 ninguna respuesta,
sugiriendo que las proteinas BLR-1 y BLR-2 tiene un papel independiente de luz y que son
necesarios para sensar este azucar 6 bien que forme parte de la via en inducir la conidiaciéon
(Casas-Flores y col., 2006; Friedl y col., 2008) (Figura 6). Con este resultado Casas-Flores
y col., (2006) sugiere dos posibles funciones de las proteinas BLR, la primera es que puede
unir ligandos diferentes y responder a la presencia o ausencia de fuentes de carbono, la
segunda es que respondan al estado redox de la célula. Friedl y col., (2008), sugiere que
esta funcion podria ser explicado empleando diferentes fuentes de carbono alterando el
estado redox de las células (Figura 6). Cuando la limitacion de nitrogeno fue evaluada bajo
un fondo genético nulo para las proteinas BLR se pudo observar la formacion de conidias y
se ha descrito que la fotoconidiacion también depende fuertemente de fuentes primarias de
nitrogeno, evaluadas en T. asperellum, T. atroviride y T. pleuroticola (Casas-Flores y col.,
2006; Steyaert y col., 2010c).
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Figura 6. Modelo hipotético mostrando la funcion del complejo BLR en sensibilidad a carbono. La BLR-1 y/o BLR-
2 podrian percibir o transmitir la sefial originada de la falta de glucosa detectada por un sensor/receptor (CS) o debido a
la falta de la capacidad reductiva en la célula, via especies reactivas de oxigeno (ROS) originada de la mitocondria
resultante en la induccion de la expresion génica. Lineas continuas indican pasos hipotéticos.Tomado de Casas-Flores y
col., 2006.

Los organismos vivos responden a sefiales por medio de complejos reguladores a
través de cascadas de senalizacion donde podrian estar implicados el AMP vy las proteinas
G, proteinas cinasas 0 proteinas activadoras de mitégenos (MAPK). EI AMPc es un
segundo mensajero de vias de sefalizacion en todos los organismos, incluyendo a
Trichoderma. Se ha descrito en T. viride que los niveles de AMPc aumentan durante la
fotoconidiacion y esta respuesta es incrementada al aplicarse un inhibidor de degradacion
de AMPc (Sulova y Farkas, 1991; Gresik y col., 1988). La adiciéon de un andlogo del
AMPc, ensayos realizados en T. atroviride y T. viride, induce la conidiacion en presencia 6
ausencia de luz (Gresik y col., 1988; Casas-Flores y col., 2006; Friedl y col., 2008), este
efecto fue pronunciado al adicionarse glucosa solo en T. viride (Nemcovic y Farkas, 1998),
al utilizarse diferentes fuentes de carbono solo algunas fuentes en presencia de AMPc
inducen la conidiacion y otras la reprimen (Friedl y col., 2008). Ensayos en cepas carentes
del gen tacl que codifica una Adenilato ciclasa solo conidian en presencia de luz, lo cual
sugiere que la conidiacion depende del AMPc en ausencia de luz (Mukherjee y col., 2007).

Al evaluarse las cepas Ablr-1 y Ablr-2 de T. atroviride que no conidian en presencia de luz
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y privacion de carbono, al crecer en presencia de AMPc, el fenotipo silvestre fue
restaurado, sugiriendo la participacion de AMPc en la respuesta a carbono asociado a BLR
(Casas-Flores y col., 2006). En otros trabajos se observaron un incremento en la actividad
de proteinas cinasas dependientes de AMPc (PKA) después de un pulso de luz azul. Esta
activacion ocurria aun en las cepas ABLR-1 y ABLR-2, confirmando la existencia de un
sistema de percepcion de luz que actua a través de la via del AMPc (Casas-Flores y col.,
2006; Esquivel y col., 2007). Por otra parte existen reportes en T. atroviride de la
participacion de proteinas G, a través de la identificacion de receptores acoplados a estas
proteinas (Brunner y col., 2008). La pérdida del gen que codifica la subunidad a de la
proteina G (tgal), T. atroviride presenta una mayor fotoconidiacion, caso contrario al sobre
expresarse este gen, este efecto se pierde (Rocha-Ramirez y col., 2002), mutaciones en
ortdlogos del gen tgal en T. virens no muestran diferencias de conidiacion con la cepa
silvestre (Mukherjee y col., 2004), en este mismo sentido al evaluarse a T. reesie no se
observo efecto alguno sobre la conidiacion (Seibel y col., 2009). En tanto las sefializaciones
mediadas por las MAPK también podrian estar implicadas en la conidiaciéon de
Trichoderma ya que regula varias respuestas celulares (crecimiento, virulencia y
proliferacion) (Schaeffer y Weber, 1999; Xu, 2000). Se ha descrito en T. virens el papel de
dos genes MAPK (tmka y tvkl), la delecion del gen tmkA resulta un fenotipo de
hiperconidiacion en presencia o ausencia de luz, caso contrario con la delecion del gen tvkl,
donde la produccion de conidias se reduce cuando crece en medio solido asi como la
pigmentacion caracteristica en relacion a la cepa silvestre, pero en cultivos liquidos la
produccion de conidias aumenta y correlaciona con el incremento de hidrofobinas, esto
sugiere que tvkl regula positivamente (medio solido) y negativamente (medio liquido)
(Mendoza-Mendoza y col., 2003, 2007). Se ha descrito una proteina reguladora global de
la morfogénesis y del metabolismo secundario en hongos filamentosos denominado
VELVET (Calvo y col., 2008). Cepas nulas de este gen en N. crassa, A. nidulans y
Penicillium chrysogenum, incrementa la formacion de conidias en forma dependiente de la
luz (Mooney y Yager, 1990; Calvo y col., 2004; Krappmann y col., 2005; Bayram y col.,
2008; Hoff y col., 2010). En T. virens la delecion del gen vell que codifica una proteina
homologa a VELVET, pierde la capacidad de conidiacion en medio sélido, en tanto en

medio liquido incrementa la produccion de clamidosporas, actuando como regulador
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negativo para la formaciéon de clamidosporas en cultivo sumergido (Mukherjee y Kenerley,
2010; Wiemann y col., 2010). Ademas de los carbohidratos como fuente de carbono y el
nitrégeno, otro elemento primordial, que pudiese tener una participacion importante en la
induccidn de la formacion de conidias de T. atroviride, es el i6n fosfato como fuente de

fosforo (P).

1.7 El Fosfato y su importancia biol6gica

El Pi es un elemento importante para el crecimiento de todos los organismos, sus
funciones bioldgicas basicas son: a) elemento estructural en 4acidos nucleicos y
fosfolipidos; b) activacion de metabolitos intermediarios; ) componente en la cascada de
transduccion de senales, d) regulacion de enzimas (Rausch y col., 2002). Sin embargo del
90 al 95% de Pi se encuentra en forma de fosfato insoluble en la naturaleza y por lo tanto
no puede ser asimilado y utilizado por los organismos (Kang y col., 2002). Por tal razon la
disponibilidad de este elemento para muchos organismos es un factor limitante, incluyendo
a los hongos. Los sistemas biologicos tienen la capacidad de crecer y dividirse, para ello
necesitan de nutrientes presentes en el medio, compuestos organicos e inorganicos que son
asimilados y transformados en elementos constituyentes de la célula. El Pi es uno de los
elementos importantes en las diversas funciones biologicas celulares. Por ello su
mecanismo de asimilacion puede darse mediante dos sistemas de afinidad: a) Un sistema de
baja afinidad que opera en altas concentraciones de Pi y se expresa de forma constitutiva,
b) Un sistema de alta afinidad que actiia a bajas concentraciones de Pi. La expresion de
genes es regulado mediante la concentracion de Pi extracelular a partir del regulon PHO,
constituido por promotores que se regulan por la disponibilidad de Pi en el medio de
cultivo, por tal razéon todos los genes de un regulon estdn sujetos a un sistema de dos
componentes, constituido por una proteina sensora y una proteina activadora de la
transcripcion. En la actualidad existen reportes de organismos tales como S. cerevisiae, E.
coli y A. nidulans, que expresan genes implicados en la asimilacion y transporte de fosfato
disponible en su entorno. Asi también existen reportes que indican que Trichoderma
harzianum Rifai 1295-22 (T-22) tiene la capacidad de solubilizar y asimilar rocas de fosfato
(Altomare y col., 1999). Rawat y col., (2011) reportan que varias especies de Trichoderma

presentan crecimiento micelial abundante, apariencia granular homogénea, crecimiento
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micelial suspendida al crecer en fuentes de P insolubles. El proceso de solubilizaciéon y el
transporte intracelular de fosfato es fundamental, en este sentido los sistemas bioldgicos
juegan un papel importante, ya que mediante la produccion de enzimas pueden degradar
compuestos de origen bioldgico que contienen fosfato, generando asi altas concentraciones

de Pi libre alrededor de las células.

1.8 Las proteinas BLR regulan la expresion de genes en T. atroviride
En T. atroviride el 2,8% de sus genes responden a la luz azul, donde el 2% se

activan, denominados genes blu (blu-light-upregulated), mientras que el 0.8% restante se
reprimen bajo esta condicion y fueron llamados genes bld (blu-light-downregulated)
identificados por el método de microarreglos. Se han encontrado que son aproximadamente
treinta genes (blu) upregulated y diez genes (bld) downregulated (Rosales-Saavedra y col.,
2006). Interesantemente muchos genes de respuesta a luz no son regulados por las proteinas
BLR, ya que en mutantes de esta proteina (ABLR) siguen siendo inducidos algunos genes
de respuesta a luz y se ha considerado que su regulaciéon ocurre por un sistema de
percepcion alterno a las BLR. Se ha reportado que la mayoria de los genes responsivos a
luz (blu) contienen LRE similares a los descritos en genes responsivos a luz de N. crassa,
asi como una secuencia consenso GATA en la region promotora de los genes que son
dependientes de BLR. Esto sugiere una actividad mas compleja de las proteinas BLR para
controla la actividad transcripcional en especies de Trichoderma (He y col., 2005; Rosales-
Saavedra y col., 2006). A través del método de pirosecuenciacion se lograron identificar
331 genes de respuesta temprana a luz y 70 genes fueron independientes de BLR, esto
confirma la idea de la existencia de un sistema de percepcion de luz alterna a las proteinas
BLR. Muchos de estos genes inducidos por luz ya sean dependientes 6 independientes de
BLR incluyen genes que codifican factores de transcripcion, enzimas de reparacion de
DNA, genes relacionados a la respuesta a estrés, tales como componentes de la cascada de
la MAPk. Adicionalmente a las mutantes ABLR, se inici6é un analisis funcional masivo para
identificar genes asociados a la regulacién en la conidiacion, a partir de mutantes que
expresan en anti-sentido de un grupo de genes regulados por la luz (Asblu), y otras que
sobre-expresion solo de algunos de esos genes (Seblu). Algunas mutantes muestran

fenotipos sutiles o ninglin aparente defecto en la formacién del anillo de conidiacion. Esto
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posiblemente que algunos genes sean indispensables para la fotoconidiacion 6 que niveles
bajos de expresion de estos genes sean suficientes para sostener la formacion del anillo de

conidiacion (Esquivel-Naranjo., 2007)

1.9 Genes asociados a la conidiacién en T. atroviride

La fase asexual de hongos filamentosos involucra la transicion de micelio a conidias
sobre estructuras especializadas denominados conidioforos, evento determinado por varios
factores ambientales. La fase asexual involucra la diferenciacion de estructuras celulares
tales como: hifa vegetativa, hifa aérea, conidiéforo y conidias. En N. crassa al igual que en
otros hongos filamentosos la conidiacion esta sujeta por un complejo de regulacion (WCC).
Por otra parte se ha identificado genes que estdn sujetas a fotoinduccion por la luz azul
durante la conidiacion, denominados genes con (Lauter y Russo 1991; Lauter y Yanofsky
1993; Carattoli y col., 1995). La expresion de los genes con ha sido monitoreada durante el
desarrollo conidial y fueron clasificados como genes tempranos o tardios dependiendo del
tiempo de su expresion. Entre los de expresion temprana tenemos al gen con-3, con-4 y
con-5, en tanto con-10 y con-13 son de etapa tardia por mencionar algunos (Berlin y
Yanofsky 1985a, Bieszke y col.,, 2007). Otros genes como nrc-2 implicadas en la
conidiacidon, se encuentra dentro del grupo de las cinasas que codifica una cinasa
serin/Treonina, que regula la entrada al proceso de conidiacion.

En A. nidulans se han identificado genes tales como brlA, abaA, wetA, dewA, roda
y StuA altamente regulados en cultivos en conidiacion y algunos de estos genes son
diferencialmente regulados en etapas tempranas del crecimiento (Boylan y col., 1987;
Miller y col., 1992; Stringer y col., 1991, 1995; Breakspear y col., 2007). A través de
estudios moleculares y gracias a la disponibilidad de genomas de tres especies de
Trichoderma (T. reesie, T. atroviride y T. virens) se han sugerido un gran nimero de genes
marcadores para la conidiacion, pero no se ha confirmado como genes especificos de cada
etapa de la conidiacion. Entre los genes sugeridos encontramos al gen cmpl (conidial
multidomain protein) (Baum y Horwitz, 1991; Puyesky y col., 1997), que se expresa a las
12 h, cuando las conidias empieza a aparecer con una maxima expresion a las 16-24 h, por
lo que se sugiere que la expresion de este gen estd asociada a conidioforos y conidias. El

gen Spol4 (codifica una fosfolipasa D), spo75 (proteina especifica de meiosis), Stul
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(codifica una proteina asociada a la formacion de la pared celular), wetl (proteina
reguladora del desarrollo) y genes de hidrofobina srh1 (hfb2) (Mikus y col., 2009; Mufioz y
col., 1997; Seidl y col., 2009). Por lo tanto a partir de genes ortdélogos descritos en otros
hongos filamentos tal es el caso de N. crassa podrian identificarse genes que son

expresados durante la reproduccion asexual de Trichoderma.
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I1. JUSTIFICACION

Existen evidencias que establecen una conexion entre los sistemas de percepcion de
estimulos fisicos (luz) y quimicos (limitacion de la fuente de C y N) que conducen al
desarrollo asexual del hongo T. atroviride. Sin embargo, ¢l i6n fosfato como factor

nutricional no ha sido relacionado con los sistemas conocidos.

I11. HIPOTESIS

La reproduccion asexual de T. atroviride esta controlada por sistemas de percepcion

de estimulos luminoso y nutricional (limitacidon de Pi) a través de elementos compartidos.

V. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar la conexion entre las vias de percepcion de un estimulo por limitacion

del i6n fosfato y luz en el desarrollo asexual de T. atroviride.

4.2 Objetivos especificos

A. Evaluar la influencia del i6n fosfato sobre el programa de desarrollo asexual de T.
atroviride y mutantes blr

B. Analizar la expresion de genes de conidiacion en mutantes ciegas a luz (Ablr-1y
Ablr-2) sometidas a un estrés nutricional por Pi.

C. Establecer la relacion entre el complejo BLR que conlleva al proceso de conidiacion

y los elementos de respuesta a la limitacion de Pi.
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V. MATERIALES Y METODOS
5.1 Microorganismos

Durante el desarrollo del presente trabajo se utilizaron las cepas del hongo

ascomiceto T. atroviride que se enlistan a continuacion (Tabla 1).

Tabla 1. Cepas de Trichoderma atroviride

CLAVE DE IDENTIFICACION GENOTIPO

IMI 206040 Silvestre (wt)
blr-1 Ablr-1::hph
blr-2 Ablr-2::hph

5.2 Medios y Condiciones de Cultivo
5.2.1 Medio Vogel's

El Medio Vogel’s se prepara como una solucion stock 50X segin un protocolo
estandar (Vogel, 1956), brevemente: en 750ml de agua destilada, se disuelve sucesivamente
cada uno de los elementos enlistados en la Tabla 2 y finalmente se afora a 1L. A esta
solucion stock se le adicionan 2 ml de cloroformo para conservarla. El medio fue utilizado
a una concentracion final 1X y las fuentes de P, C y N se adicionaron a partir de las
soluciones stock. Se utiliz6 KH,PO4 136.09¢g/L, (MERCK) como fuente de fosfato
inorgénico (stock 1M); Dextrosa 180.16g/L, (BD Bioxon) como fuente de C (stock IM) y
NH4C1 53.49¢g/L (J.T. Baker) como fuente de N (stock 2M).

Tabla 2. Componentes del Medio VVogel's, para una concentracion de 50X

Citrato de sodio (Na3;CeHs0O- ° 2H,0) 150 g
KH,PO,, Anhidro 250 g
NH4NO;, Anhidro 100 g
MgSO,, 7H,0 10g
CaCl,, 2H,0 5¢g
SOLUCION DE ELEMENTOS TRAZA Sml
SOLUCION DE BIOTINA Sml
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El Medio Minimo Vogel's (MMV) utilizado se prepar6 para 1L de medio
agregando 20 ml de la solucion 50X, agar bacteriologico (BD Bioxon) y agua destilada, de
acuerdo a las especificaciones de la Tabla 3. Las fuentes de C, N y P como Dextrosa,
NH4Cl, y KH,POy4 respectivamente se agregaron al medio después de esterilizado. Los

medios se esterilizaron a 115-120 °C durante 15-20 minutos.

Tabla 3. Composicion del Medio Minimo Vogel’s con diferentes concentraciones de Pi

Solucioén/ 36.7 mM 1.8 mM 0.9mM 0.45mM 0.1mM
concentracion de P

Vogel S/P Stock 20 ml 20ml 20ml 20ml 20ml
Stock P 36.7ml 1.8 ml 0.9 mlml 0.45 ml 0.1ml
Stock dextrosa 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml 100 ml
NH,CI 25ml 25 ml 25 ml 25 ml 25 ml
Agar I5¢g I5¢g I5¢g I5¢g 15g
Agua destilada 818.3 ml 853.2ml 818.3 ml 853.2ml 854.9ml

Cantidades necesarias para preparar 1L de MMV

5.2.2 Cultivo y propagacion de las cepas

Para todos los ensayos se prepararon preindculos de las diferentes cepas de T.
atroviride (Tabla 1) colocando un bloque de micelio de cada cepa en medio PDA,
incubandolas en oscuridad por un periodo de 48 h a 28 °C. Bloques circulares de micelio de
estos preinoculos se transfirieron al centro de las cajas de Petri que contenian el MMV con
las diferentes concentraciones de Pi (Tabla 3), con o sin papel celofan dependiendo del
ensayo a realizar (cuantificacion de conidias, produccion de biomasa, extraccion de RNA).

La manipulacion de las cepas se realizdo con luz roja de seguridad utilizando un

filtro LEE # 183. Los cultivos se incubaron a 28°C en condiciones de oscuridad por 48 h.

5.2.3 Ensayos de Foto induccion

Colonias de Trichoderma con 48 h de crecimiento en oscuridad fueron expuestas a
un pulso de luz blanca con una duracion de 15 min, proveniente de un dispositivo que
contiene dos ldmparas fluorescentes de luz blanca fria. Para los ensayos de expresion

génica, los micelios se colectaron a los tiempos 6, 12, 18 y 24 h, incluyendo un control en
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oscuridad. Para los ensayos de conidiacion los cultivos se incubaron a 28°C por 36 h
posterior al pulso de luz.
5.2.4 Extraccion de RNA total y sintesis de cDNA

La extraccion de RNA total se llevo a cabo utilizando el método del Trizol® a partir
del micelio de las cepas de T. atroviride fotoinducidas. Para eliminar el DNA gendmico,
3ug de RNA total se traté con 2 U de DNasa I (Ambion) durante 30 min a 37°C. La DNasa
I se inactivo con EDTA 25mM a 72°C por 5 min. Tres microgramos de RNA total fueron
empleados para sintetizar el cDNA utilizando la enzima transcriptasa reversa SuperScript™

II (invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del proveedor.

5.2.5 Analisis de la expresion de los genes de conidiacion por PCR punto final
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 25 ul de acuerdo a

la Tabla 4. El programa utilizado para la amplificacion consistio en: 1 ciclo 94°C/5min, 30
ciclos 94 °C /30s, 60 °C /30s, 72 °C /30s, 1 ciclo 72 °C /7min. Los productos de
amplificacion fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa al 2%. Los
oligonucledtidos disefiados para la amplificacion de los genes de interés (asociados a
conidiacién) se en listan en la Tabla 5. Los genes seleccionados fueron identificados por

analisis tipo BLAST utilizando el genoma de T. atroviride (http:/genome.jgi-

psf.org/Triat2/Triat2.home.html) y como referencia las secuencias de los correspondientes

genes ortologos descritos para Neurospora crassa y Fusarium oxyspurom.

Tabla 4. Componentes de la reaccion de PCR

Reactivo Concentracion

Buffer 10X 2.5ul
MgCI2 1.5ul
dNTPs 0.5ul

Oligo reverse 0.5ul
Oligo Forward 0.5ul
DNA polimerasa 0.3ul
cDNA X ul
Agua hasta 25 pl
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Tabla 5. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de los genes de conidiacion

Nombre del Secuencia (5°-3") Gene NuUmero de acceso
primer amplificado (Proteina ID)?
CON1-SC-F 5’CGCCGGCGTACTCTGCTCCTTC3’ con-1 32173
CON1-SC-R 5’GGTGGTGGCCTTTGTGACGGTGTA3’
CON10-SC-F 5 GACAACCCCGGCAATTTCGCTAAC 3’ con-10 45149
CON10-SC-R 5’ CTCACTGCCGGGTTCAAAAGAT 3’
CON13-SC-F 5" CAGTTCGCATGCGCTCTTACACA 3’ con-13 54932
CON13-SC-R 5> GTCGTCGAACCGGTTAGCACAA 3’
NRC2-SC-F 5> GTTTTTACGCCGCTGAAGTTACG 3’ nrc-2 152649
NRC2-SC-R 5" GAATGTCCTCGCGCAAGATGTT 3’
OTFC-SC-F 5’GCCAAGCCCAGTACGTCGGATTC 3’ otfc 151848
OTFC-SC-R 5 CGGGATTCGCGCTAGGATGATACA 3’
PP1-SC-F 5> CCCCCTGAGGCCAACTACC 3° pp-1 145607
PP1-SC-R 5" ACGTCGGGACCAAATGTGAAG 3’

® http://genome.jgi-psf.org/Triat2/Triat2.home.html

5.2.6 Determinacién del crecimiento a partir de la formacién de biomasa
La determinacion de la biomasa se llevd a cabo por el método de peso seco. El

micelio de las colonias de T. atroviride crecidas sobre papel celofan en MMV se colectd
cada 24 h de hasta completar 96 h y se secd en un papel filtro hasta peso constante. El peso

seco de la biomasa expresado en mg se obtuvo por diferencia.

5.2.7 Cuantificacion de conidias
La cuantificacion del numero de conidias totales, se llevd a cabo a los 36 h después

del pulso de luz. Para cosechar las conidias se agregd a cada colonia 5 ml de agua destilada
estéril y se procedi6 a raspar suavemente el micelio con ayuda de una espatula estéril. Esta
suspension se filtré a través de gasa estéril permitiendo separar conidias de micelio. La
cuantificacion se llevo a cabo en una camara de Neubauer contando las conidias contenidas
en 5 de los 25 cuadrangulares (esquinas y centro). La concentracion final se calculo

utilizando la siguiente formula: (No. Conidias) (10) (5) (10000) = No. Total de conidias/ml.
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VI. RESULTADOS

6.1 La limitacion de Pi disminuye el crecimiento micelial en T. atroviride
Con la finalidad de evaluar la respuesta de T. atroviride a la limitacion de Pi, se

determind la concentracion limitante a través de la medida del crecimiento micelial
utilizando dos concentraciones de Pi menores a la considerada como estandar reportada
para el Medio Minimo Vogel's (MMV) (Vogel, 1956).

El crecimiento de la cepa wt en MMV con 1.8mM de Pi (20 veces menos con
respecto a la condicion estandar) medido como produccion de biomasa, fue similar (147.46
mg) a la producida en la condicidn estandar (36.7mM), sin importar la presencia o ausencia
de luz (Figura 7A 'y 7B). Al evaluar el crecimiento de las mutantes blr (Ablr-1, Ablr-2) en
estas mismas condiciones de Pi (1.8mM), se observo que la biomasa producida a las 96 h
fue de 156 mg similar a la producida en la condicion control para ambas mutantes blr. Este
resultado fue independiente de la presencia de luz, (Figura 7C, 7D, 7E, 7F). Cuando se
evalud el crecimiento a una concentraciéon de 0.1mM de Pi (40 veces menos respecto a la
estandar), T. atroviride wt gener6 26.79 mg de biomasa, que representa un 17% respecto al
valor obtenido con 36.7mM de Pi. Una cantidad similar (160.2 mg) fue obtenida en
ausencia de luz (Figura 7A y 7B). Para las mutantes blr (Ablr-1, Ablr-2), en esta misma
condicion de Pi, se observd una reduccion en la produccion de biomasa en un 86% (7 veces
menor) en presencia de luz (Figura 7D y 7F), mientras que en oscuridad, la biomasa
producida fue 6 veces menor (Figura C y 7E), comparado con la concentracion de
referencia. Con los datos de biomasa expresados como peso seco permitido determinar que
la concentracion 0.1mM de Pi es la condicion limitante para el desarrollo colonial de la
cepa wt y para las mutantes blr (Ablr-1, Ablr-2) por la disminucion notable en la

produccion de biomasa representando en promedio un 80% respecto al valor estdndar

(Figura 7C-7F).
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Figura 7. Efecto de la limitacion de Pi en la produccién de biomasa en T. atroviride. Las cepas WT (A, B) y mutantes
Ablr-1 (C, D) y Ablr-2 (E, F), fueron crecidas en MMV con diferentes concentraciones de Pi (0.1, 1.8 y 36.7 mM) por 24,
48,72y 96 h a 28 °C en presencia de luz (B, D, F) o en oscuridad (A, C, E). ). La cantidad de biomasa se expresa en mg
de micelio producido en los diferentes tiempos y concentraciones de Pi. Las lineas con punto redondo (0.1mM), lineas con
punto cuadrado (1.8mM) representan la biomasa producida en condiciones limitadas de Pi respectivamente y las lineas
solidas representan la biomasa generada en la condicion control (36.7mM Pi).

6.2 La limitacion de Pi en combinacion con la luz inducen cambios morfol6gicos

en T. atroviride
El proceso de conidiacion en hongos filamentosos puede ser estimulado por varios

factores que propician un ambiente estrés (dafio mecanico, pH, pulso de luz y el estrés
nutricional). Con la finalidad de evaluar la respuesta de T. atroviride a la limitacion de Pi
en la induccion del anillo de conidiacidn, se evaluaron varias concentraciones de Pi (Tabla
3). La colonia de la cepa wt crecida en la condicion estandar (36.7mM) y 1.8 mM de Pi, se
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observo la induccion del anillo de conidiacion solamente acompaiado de un pulso de luz
(Figura 8D). En contraste, bajo una condicion de oscuridad el crecimiento es
exclusivamente micelial (Figura 8A), como ha sido reportado en trabajos previos (Casas-
Flores y col., 2004).

Al evaluar el crecimiento colonial de las mutantes blr en las mismas condiciones de
Pi, éstas no presentaron la formacion del anillo de conidiacion en presencia o ausencia del
estimulo luminoso (Figura 8B, 8C, 8E, 8F). Al evaluar el efecto de las concentraciones 0.9
mM y 0.45 mM de Pi en presencia de luz para la cepa wt, se observé la presencia de un
anillo de conidiacion bien definido y con la pigmentacidon verde que caracteriza al proceso
de conidiacion, claramente diferenciado del anillo formado en la condicion estandar, en
presencia de un pulso de luz (Figura 8D). Este anillo no fue evidente en condiciones de
oscuridad para ambas concentraciones de Pi (Figura 8A). En tanto en las mutantes blr no
se observaron efectos aparentes en la induccion del anillo de conidias, presentando
abundante micelio en luz y oscuridad (Figura 8B, 8C, 8E, 8F). En la concentracion 0.1mM
de Pi la cepa wt mas un pulso de luz indujo la formacion del anillo de conidiacién con
ligera disminucion de la pigmentacion verde caracteristica de este proceso (Figura 8D),
mientras que en oscuridad no se observo evidencia alguna de la formacion del anillo de
conidias (Figura 8A). Al exponer a las mutantes blr a condiciones limitadas de Pi
(0.ImM), no se observo la formacion del anillo de conidiacidon en presencia o ausencia de
luz (Figura 8B, 8C, 8E, 8F). Estos resultados confirman la participacion y la importancia
de las proteinas BLR en la percepcion luminosa y detectar otros tipos de estrés tales como

la limitacion nutricional en T. atroviride.
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36.7mM 1.8mM 09mM  0.45mM 0.1 mM Pi

Figura 8. Morfologia colonial de T. atroviride bajo condiciones limitadas de Pi. A, B, C, D, F) Fotografias de las
colonias generadas de las cepas wt (A, D), mutante blr-1 (B, E) y mutante blr-2 (C, F), crecidas en MMV a diferentes
concentraciones limitadas de Pi (1.8, 0.9, 0.45 y 0.1 mM) en condiciones de oscuridad 6 después de un pulso de luz. La
concentracion 36.7 mM de Pi fue utilizada como control. Los cultivos se incubaron por 5 dias a 28°C.
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6.3 La limitacion de Pi induce la formacion de conidioforos en T. atroviride

Una vez evaluado el efecto de la limitacion de Pi y la aplicacion de un pulso de luz
en la formacion del anillo de conidiacion de las cepas de Trichoderma, se indagd la
formacion de estructuras especializadas en la produccion de conidias (Figura 9A)
(conidioforos) y se realizd un analisis a nivel microscopico del micelio en las cepas wt y
mutantes blr (4blr-1, Ablr-2) (Figura 8). Para la cepa wt se observo que bajo la condicion
control de Pi y en presencia de luz hubo la formacién de conidioforos, por el contrario
cuando creci6 en oscuridad solo se observo la formacion hifas hialinas septadas tipicas del
género (Figura 9).

Las mutantes blr (Ablr-1, Ablr-2) en esta misma condicion de Pi, no presentaron
formacion de conididforos, ya fuera aplicando un pulso de luz o en oscuridad, similar a la
cepa wt cuando creci6 en oscuridad (Figura 9). Al evaluar las concentraciones limitadas de
Pi (Figura 9), la cepa wt presentd formacion de conididéforos cuando recibio un pulso de
luz blanca, mientras que en condiciones de oscuridad se observd la presencia de estas
estructuras, aunque en menor nimero (Figura 9B). Al evaluar las mutantes ciegas a la luz
en estas mismas condiciones, se logré identificar la formacién de conidi6foros en las
concentraciones limitantes de Pi excepto para la condicion 1.8 mM de Pi,

independientemente de luz (Figura 9B).
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0.9mM 0.45 mM

Figura 9. Andlisis microscopico de la formacion de conididforos por limitacion de Pi en T. atroviride. A) Transicion
de micelio a conidias observados durante la fotoconidiacion de Trichoderma, Tomado de Steyaert y col., 2010. B)
Microfotografias de conidioforos formados en cepas wt y mutantes blr crecidas en MMV con diferentes concentraciones
de Pi (1.8, 0.9, 0.45 y 0.1mM) en condiciones de oscuridad (parte superior) 6 después de un pulso de luz (parte inferior).
Las flechas indican la presencia de conidioforos en mutantes blr solo en condiciones limitadas de Pi (0.9, 0.45, y 0.1mM).
La concentracion 36.7 mM de Pi fue incluida como control.
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6.4 La limitacion de Pi y la luz actian sinérgicamente el la formacion de
conidias en T. atroviride
Con la finalidad de establecer una comparaciéon mas fina sobre el efecto de la

concentracion de Pi y la aplicacion de un pulso de luz sobre el desarrollo asexual de T.
atroviride, se cuantificaron las conidias producidas de cada una de las condiciones
establecidas. En la condicion control la cepa wt presentd formacion de 6.75E+05 conidias
posterior al pulso de luz, caso contrario en oscuridad, donde no hubo formacion de conidias
(Figura 10A). En las condiciones 1.8mM de Pi el numero de conidias generadas por la
cepa wt, fue de 1.38E+06 conidias, 2 veces mayor en relacion al nimero de conidias
producidas en la condicion control en presencia de luz, en tanto en oscuridad las conidias
producidas fueron casi nulas (1.25E+04 conidias) (Figura 10A). Las mutantes blr (Ablr-1,
AbIr-2) al ser expuestas a esta condicion de Pi, la formacion de conidias fue (2.50E+04
conidias) casi nula independientemente de la presencia o ausencia de luz (Figura 10B y
10C). En 0.9mM de Pi en el medio, la cepa wt formé mayor cantidad de conidias
(4.16E+06 conidias), 4 veces mayor en relacion a la condicidon control en presencia de luz,
mientras tanto en oscuridad el nimero de conidias fue menor (7.50E+04 conidias) (Figura
10A). En las mutantes blr (Ablr-1(6.25E+04 conidias), Ablr-2 (8.75E+04 conidias) esta
condicion de Pi, increment6 ligeramente el nimero de conidias (2 veces mayor) en relacion
a la condicion control de estas cepas en presencia de luz. En oscuridad el numero de
conidias fue similar para ambas cepas (Figura 10B y 10C). En las condiciones 0.45 y 0.1
mM de Pi el nimero de conidias fue 3 y 4 veces menor respectivamente, en relacion a la
condicion control para la cepa wt (Figura 10A). En oscuridad y en las condiciones control
de Pi, el nimero de conidias producidas por la cepa wt incremento ligeramente conforme se
fue disminuyendo la disponibilidad de Pi, siendo mayor en la condicion 0.1mM (Figura
10A). Al evaluar a la cepa 4blr-1 en estas dos condiciones (0.45 y 0.1 mM Pi), el numero
de conidias incrementa en funcion de la limitacion de Pi siendo mayor en 0.lmM Pi,
comparada con la condicion control y la de 1.8mM Pi (Figura 10B), donde la formacion de
conidias fue casi nula, sin importar la presencia o ausencia de luz. Bajo estas mismas dos
condiciones de Pi (0.45 y 0.1 mM Pi) la mutante 4blr-2, incrementd el nimero de conidias
ligeramente teniendo una minima diferencia entre las mutantes comparadas con la

condicion control donde la produccion de conidias fue nula (Figura 10C). Aun cuando en
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esta condicion hubo un ligero incremento en la produccidon por la presencia de luz, en
oscuridad el comportamiento de la mutante Ablr-2 fue similar (Figura 10C). Al realizar la
comparacion del numero de conidias producidas en ambas condiciones (luz y oscuridad), se
observd que en presencia de luz hubo ligeramente mayor cantidad que en oscuridad para las
mutantes blr (Ablr-1, Ablr-2) (Figura 10B y 10C). La comparacion entre ambas mutantes
blr (Ablr-1, Ablr-2) el nimero de conidias producidas fueron similares, pero es inferior al
numero de conidias producidas por la cepa wt tanto en presencia o ausencia de luz (Figura

10Ay 10B, 10C).
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Figura 10. Produccion de conidias en T. atroviride bajo diferentes concentraciones de Pi. Las distintas cepas, A) WT,
B) Ablr-1, C) Ablr-2. Fueron crecidas en MMV con diferentes concentraciones de Pi (36.7, 1.8, 0.9, 0.45 y 0.1 mM). Las
barras blancas representan la cantidad de conidias en presencia de luz y las barras negras en oscuridad. La concentracion
36.7mM fue incluida como control. El recuadro en la parte superior derecha indica las conidias producidas en oscuridad
de la cepa WT, para una mejor comparacion con las mutantes blr.
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6.5 La limitacion de Pi y la luz inducen la expresion de genes de conidiacion en
T. atroviride

En hongos ascomicetos filamentosos se han identificado varios genes asociados al
proceso de conidiacién determinado por la interaccion de varios factores ambientales. Con
el fin de determinar el nivel de expresion de estos genes, previamente asociados a la
conidiacion, bajo condiciones de limitacion de Pi en T. atroviride se llevaron a cabo
ensayos de fotoinduccion en MMV con diferentes concentraciones de Pi (ver materiales y
métodos) utilizando a la cepa silvestre IMI y las mutantes Ablr-1, Ablr-2. Los genes
seleccionados fueron, con-10 y con-13 genes especificos de conidiacion, nrc-2 codifica una
cinasa serin/Treonina y pp-1 codifica una fosfatasa en N. crassa. El gen otfc codifica un
factor de transcripcion involucrado en conidiacion en Fusarium oxysporum. Con-1 es el
unico gen especifico de conidiacion identificado en T. atroviride.

La expresion del gen con-1, no se observo en la cepa wt en condiciones controles de
Pi (36.7mM) en oscuridad, pero después de un pulso de luz se logréd detectar el transcrito a
las 12 h, hasta alcanzar la maxima expresion a las 24 h (Figura 11). Al evaluar la expresion
de este gen en la mutante blr-1 no se detectd su expresion aun después del pulso de luz
(Figura 11). En la condicién 0.9 mM de Pi, la expresion de este gen se observd incluso en
oscuridad y después del pulso de luz el nivel de expresion del gen con-1 incrementd de
forma gradual hasta alcanzar maxima expresion a las 24 h en la cepa wt (Figura 11). En la
mutante blr-1, en esta misma condicion de Pi, no se detectd el transcrito en oscuridad, ni
después del pulso de luz (Figura 11). En la condicion limitante 0.1mM de Pi, la expresion
de con-1 en la cepa wt tuvo el mismo comportamiento que en la concentracion 0.9 mM de
Pi, pero con un nivel de expresion menor (Figura 11). Al evaluar la expresion del gen con-
1 en la mutante blr-1 en esta condicion limitante de Pi, no se detectd el transcrito ni en
oscuridad, ni después del pulso de Iuz (Figura 11). Para el gen con-10, se observaron dos
transcritos en la cepa wt en condiciones controles de Pi (36.7mM). El transcrito de menor
tamafio s€ observo en oscuridad, mientras que el transcrito de mayor tamafio fue ausente en
esta misma condicion. Después de un pulso de luz el transcrito de mayor tamafio se
identifico a las 12 h, después de este tiempo el transcrito no fue detectado. El transcrito de
menor tamafio incrementd gradualmente con un nivel de expresion maximo a las 18 h,

después de este tiempo, el nivel de transcrito disminuyo6 ligeramente (Figura 11). En la
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mutante blr-1 la expresion de con-10, se observo en oscuridad, y al recibir el pulso de luz
increment6 paulatinamente en funcion del tiempo alcanzando una maxima expresion a las
24 h en la condicion control de Pi (Figura 11).

En la concentracion 0.9mM de Pi la expresion del transcrito de mayor tamainio de
con-10 se observd en oscuridad, y al recibir el pulso de luz, la cantidad de transcrito
increment6 ligeramente, alcanzando su maximo a las 18 h. Para el transcrito de menor
tamafio en la cepa wt, se detectd en oscuridad y después del pulso de luz su expresion
alcanz6 un maximo a las 12 h (Figura 11). En esta misma condicion de Pi, la expresion de
con-10 en la mutante blr-1, fue observada en oscuridad y su nivel de expresion aumento
transitoriamente después del pulso de luz alcanzando su maximo a las 18 h, posterior a este
tiempo ya no se detectd (Figura 11). La expresion de ambos transcritos de con-10 en la
cepa wt, en la condicién de 0.1mM Pi se observaron en oscuridad en niveles basales y
después del pulso de luz el nivel de expresion para ambos transcritos aumentod
gradualmente hasta las 24 h (Figura 11). En esta misma condicion de Pi (0.1mM) la
expresion de con-10 en la mutante blr-1, disminuye ligeramente, pero fue observada en
oscuridad y su nivel de expresion aumentd gradualmente alcanzando su méaximo a las 18 h
(Figura 11). La expresion del gen con-13 en la cepa wt en la condicion control (36.7mM)
de Pi, no fue detectado en oscuridad, incluso después de aplicar el pulso de luz (Figura 11).
Al evaluar la expresion del gen con-13 en la cepa Ablr-1 en condiciones control de Pi
(36.7mM) mostr6é una expresion basal en oscuridad, y posterior al pulso de luz la cantidad
de transcrito aument6 transitoriamente hasta las 24 h (Figura 11).

En las concentraciones de 0.9mM de Pi en la cepa wt no se detectd la expresion de
con-13 en ausencia o presencia de luz (Figura 11). En tanto en la cepa Ablr-1 en esta
misma condicion de Pi (0.9 mM), el gen con-13 fue observada en oscuridad y posterior al
pulso de luz presentd mayor expresion a las 12h, y a las 18 h la cantidad de transcrito
disminuyo (Figura 11). En la condicion 0.1mM de Pi la expresion de con-13 no se detecto
en ninguna condicion en la cepa wt (Figura 11). En tanto en la mutante blr-1 en
condiciones de 0.1 mM de Pi la expresion de este gen se observo incluso en oscuridad, y
con una maxima expresion a las 18h posterior al pulso de luz (Figura 11). Para el gen nrc-2
en la condicioén control de Pi (36.7mM), no fue observada en oscuridad, pero después del

pulso se detecté a las 18 h, presentando maxima expresion a las 24 h en la cepa wt (Figura
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11). Al evaluarse en la mutante blr-1, la expresion del gen nrc-2 en la condicion control de
Pi (36.7mM P1i) fue detectada en oscuridad en nivel basal, en tanto el nivel de expresion
incrementd gradualmente posterior al pulso de luz, hasta las 24h, (Figura 11). En la
concentracion 0.9 mM de Pi en la cepa wt se observo una ligera expresion del gen nrc-2 en
oscuridad, en tanto después del pulso de luz el transcrito incrementdé a las 12h, y
posteriormente disminuy6 a las 18 h (Figura 11). En esta misma condicion de Pi la
expresion del gen nrc-2 fue detectada en oscuridad en niveles basales en la mutante blr-1,
después del pulso de luz la cantidad de transcrito aumentd gradualmente alcanzando
expresion maxima a las 24 h (Figura 11). En la condicion 0.1mM de Pi el gen nrc-2 no se
expresO en oscuridad, pero a las 12 h posterior al pulso de luz presentd su mayor nivel de
expresion, a las 18 y 24 h no se observo transcrito del gen en la cepa wt (Figura 11). En
tanto la expresion de nrc-2 en la mutante blr-1 en esta condicion de Pi (0.1mM), fue
detectada en oscuridad en niveles basales, en tanto se vio favorecida por el pulso de luz,
con nivel de expresion maximo a las 18h, disminuyendo a tiempos mas largos (Figura 11).
Los genes otfc y pp-1 no presentaron un cambio notorio en su nivel de expresion, para
todos los tiempos y concentraciones empleadas, asi como en oscuridad 6 en presencia de
luz en la cepa wt (Figura 11). En la mutante blr-1, los genes otfc y pp1 fueron observados
en oscuridad y después del pulso de luz, sin cambios notorios en los niveles de transcrito en

todos los tiempos empleados, asi como las concentraciones limitantes de Pi empleadas
(Figura 11).
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Figura 11. Expresion de genes de conidiacion en T. atroviride bajo limitacion de Pi. Las diferentes cepas (WT, Ablr-1
y Ablr-2) fueron crecidas en la oscuridad en las diferentes concentraciones de Pi (A) 36.7mM, B) 0.9mM y C) 0.1mM).
Posteriormente se aplico un pulso de luz blanca y el micelio fue colectado en los tiempos indicados el andlisis de

expresion de los genes con-1, con-10, con-13, nrc-2, otfc y pp-1 mediante RT-PCR. El gen de actina fue utilizado como
control de carga.
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VII. DISCUSION
En Trichoderma atroviride se ha logrado identificar genes denominados blr-1 y bir-

2 (blue light regulator) que regulan todas las respuestas activadas por la luz azul, formando
un anillo de conidiacion en el perimetro de la colonia, al momento de ser expuesta a este
estimulo (Casas-Flores y col., 2004; Castellanos y col., 2010). Cepas nulas en los genes
blr, no son capaces de fotoconidiar, presentando solamente crecimiento micelial rapido y
abundante (Casas-Flores y col., 2004; Castellanos y col., 2010). Los genes blr-1 y blr-2 en
T. atroviride tienen un papel muy importante en la fotoconidiacion y en la esporulacion por
limitacion de carbono, sin embargo, no parece tener un papel importante en la esporulacion
cuando se limita nitrégeno en el medio (Casas-Flores y col., 2004). Estas evidencias
sugieren una comunicacion cruzada entre la esporulacion por limitacion de carbono y la
respuesta a la luz azul.

La plasticidad genética de los microorganismos juega un papel importante para su
sobrevivencia ante cambios nutricionales en el medio donde crecen. En respuesta a la
limitacion de Pi los microorganismos modulan su metabolismo, fisiologia, a través de una
compleja de red de senalizacion, siendo un elemento limitante para el crecimiento. En
organismos como N. crassa y S. cerevisiae las vias de regulaciéon que controlan las
adaptaciones a los diferentes niveles de Pi han sido bien caracterizadas (Vogel y col., 1990;
Oshima 1991). El Pi forma parte estructural de biomoléculas como acidos nucleicos, por tal
razén la asimilacion y el metabolismo de este elemento son procesos altamente regulados
ya que compromete el crecimiento. En muchos organismos la limitacién de este elemento
conduce a la expresion de enzimas para su asimilacion, proteinas reguladoras como
nucleasas, fosfatasas, transportadores de Pi de alta afinidad, proteinas de unién a Pi,
proteinas cinasas, entre otras (Lenburg y col., 1996). En bacterias, el Pi es uno de los
constituyentes principales de la célula, representando del 1.5 al 2.1% del peso seco celular
(Santos-Beneit y col., 2008).

La evaluacion del crecimiento de T. atroviride en una condicion de estrés
(limitacion de Pi) mostré cambios en su desarrollo micelial. La biomasa producida en
MMV en la condicion estandar o no limitante (36.7mM) fue de 148 mg similar a la
obtenida cuando se utilizd 1.8mM de Pi presente en el medio. Este resultado parece indicar

que el Pi adicionado al medio estandar parece estar en exceso. Sin embargo, al disminuir la
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cantidad de P1i, 40 veces menos (0.1mM) en el medio de crecimiento, claramente afect6 el
crecimiento micelial, disminuyendo drasticamente la cantidad de biomasa a un 80% en
condiciones de luz y oscuridad. Con los datos de biomasa expresados como peso seco la
concentracion 0.1mM de Pi es la condicion limitante para el desarrollo colonial de la cepa
wt y mutantes blr (Ablr-1, Ablr-2) por la disminucion notable en la produccion de biomasa
representando en promedio un 80% respecto al valor maximo obtenido. Reportes en fuentes
de P insoluble Trichoderma presenta crecimiento micelial abundante, apariencia granular
homogénea, crecimiento micelial suspendida datos reportados por Rawat y col., (2011), las
fuentes de P insolubles estarian simulando un ambiente de déficit de Pi, por lo dificil de
asimilar y es reflejada en el desarrollo de Trichoderma. También otros datos en
Saccharomyces indican que al transferirse de medios con nutrientes favorables a medios
limitados de Pi, presentan un crecimiento rapido por que utilizan en primer lugar el Pi
intracelular, el crecimiento disminuye gradualmente conforme se consume este elemento en
el medio de crecimiento, llegando a detenerse completamente cuando la deficiencia de Pi es
severa debido a que el metabolismo fue bloqueado (Freese y col., 1981). Nuestros
resultados indican que el Pi es un elemento importante para el crecimiento de T. atroviride,
asi como se ha demostrado para otros organismos donde el crecimiento se detiene por
déficit de Pi. El presente estudio es el primer reporte del papel de este elemento en el
desarrollo de T. atroviride. La disminucion de micelio en las condiciones empleadas,
sugiere que la luz como factor de estrés para muchos organismos, no tiene un efecto sobre
la produccion de biomasa por el comportamiento similar presentado en oscuridad y en luz.
Asi, la disminucion de biomasa es atribuida solo a la limitacién de Pi. Es probable que la
disminucion de la cantidad de biomasa en T. atroviride se deba a la escasa fosforilacion de
proteinas implicadas en procesos metabolicos que regulan el desarrollo celular por la poca
disponibilidad de Pi en el medio de crecimiento y solo este llevando acabo algunas
funciones celulares importantes para mantener el crecimiento hasta que las condiciones
nutricionales se tornen favorables.

En T. atroviride se ha reportado que el metabolismo de carbohidratos esta
fuertemente relacionado con las vias que conducen a la conidiacion en hongos (Chovanec y
col., 2001; Casas-Flores y col., 2004; Friedl y col., 2008). Ademas la limitacién de Carbono

y Nitrégeno se ha visto que induce la formacion de conidias en varias especies de T.
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atroviride (Casas-Flores y col., 2004; Steyaert y col., 2010c). Cuando esta respuesta fue
evaluada bajo un fondo genético mutante blr solo se observd conidiacion en una condicion
limitante de Nitrogeno pero no de Carbono (Casas-Flores y col., 2006). Las cepas de T.
atroviride evaluadas en este trabajo no mostraron evidencia alguna de conidiacion en
oscuridad bajo condiciones no limitantes y limitantes de Pi, presentado solamente un
crecimiento micelial abundante, asi como la formacion de conididéforos observados a nivel
microscopico en condiciones limitantes, wt y mutantes blr. Estos datos confirman que la
limitacion de Pi, es una sefial de estrés que induce la formacion de conidioforos en el caso
de las mutantes blr (Ablr-1, Ablr-2), y en conjunto con la luz, la sefial es amplificada y esto
se ve reflejado en el desarrollo de conidioforos en un fondo genético blr (Figura 9).

T. atroviride (wt) mostr6 conidiacion solo después de recibir un pulso de luz en
condiciones controles de Pi, esta respuesta fue amplificada por déficit de Pi en el medio
(0.9mM) al percibir la sefial luminosa, reflejado en el numero de conidias producidas,
siendo 4 veces mayor que en condiciones nutricionales favorables. También demostramos
que la cantidad de Pi presente en concentraciones mas limitadas (0.1mM) no es suficiente
para la adecuada formacion del anillo de conidiacion y por ende la formacion de conidias
disminuye en presencia de la sefial luminosa comparada con la condicion control. Para las
mutantes nulas en los genes blr, que no responden a la luz formando un anillo de
conidiacidn, solamente se demostr6 la formacion de conididéforos a nivel microscopico en
oscuridad, aunque el numero de conidias resultd inferior comparado con la cepa wt. Estos
resultados, coinciden con los reportes sobre el papel de las proteinas BLR para sensar
nutrientes tales como la privacioén de carbono, en cepas que no presentan estas proteinas no
existe conidiacion en respuesta al estrés nutricional y a la luz (Casa-Flores y col., 2004;
2006). Nuestros resultados demuestra que la limitacion de Pi propicia un ambiente de estrés
e induce la conidiacion, ademds se muestra el papel que juegan las proteinas BLR en
detectar otros tipos de factores de estrés, como en este caso la limitacion de Pi (Figura 12)

Posiblemente la limitacion de Pi provoque un desbalance en el estado redox
intracelular y éste sea detectado a través de los dominios PAS de las proteinas BLR, los
cuales se ha reportado detectan cambios de luz, oxigeno, voltaje y cambios redox en las

células. Alternativamente puede existir la union de ligandos de las BLR en respuesta al
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déficit de Pi como se sugiere para la respuesta de disponibilidad de fuentes de carbono
(Casas-Flores y col., 2006; Friedl y col., 2008) (Figura 12).

En el caso de las mutantes blr que no mostraron conidiacion en respuesta a dos
factores de estrés, pero si la formacion de conididforos en presencia y ausencia de luz, esta
respuesta sugiere la activacion de vias de senalizacion alternas generada inicamente por
limitacion de Pi, pero no es suficiente para inducir la conidiacion de forma similar a la cepa
wt (Figura 12). En la cepa wt estos dos factores de estrés (luz y limitacion de Pi) actian
sinérgicamente amplificando la respuesta de conidiacioén, posiblemente a través de las
proteinas BLR (Figura 12).

Se ha descrito para algunos hongos filamentosos como N. crassa, A. nidulans, M.
oryzae y F. oxysporum, un conjunto de genes asociados con programas de desarrollo
asexual, expresados durante el proceso de conidiacion (Lauter y col., 1991,1993;; Carattoli
y col., 1995; Liu y col., 2003; Linden y col., 1997; Mooney y col., 2010; Greenwald y col.,
2010). Existen evidencias de que la transcripcion de algunos de estos genes son estimulados
por luz azul de manera coordinada durante etapas tempranas y tardias del proceso de
conidiacion, tal es el caso de los genes con-10, con-13, asi como genes que regulan la
entrada al proceso de conidiacion como nrc-2, en N. crassa (Lauter y col., 1991,1993;
Carattoli y col., 1995; Liu y col., 2003; Linden y col., 1997; Kothe y col., 1998). Mutantes
de N. crassa en los genes wc-1 y wc-2 importantes para la percepcion de luz, no inducen la
transcripcion de algunos genes con en respuesta a un pulso de luz (Lauter y col., 1991). En
T. atroviride se identificé un gen asociado a la conidiacion y se denomino con-1. Este gen
se induce a las 12 h después de un pulso de luz azul y en etapas tardias de la
fotoconidiacion (Berrocal-Tito, tesis de doctorado 1999). Debido a la poca informacion con
respecto a genes asociados con el proceso de conidiacion en T. atroviride, se decidio
realizar la busqueda de posibles genes asociados a este proceso sobre el genoma de T.

atroviride (http://genome.jgi-psf.org/Triat2/Triat2.home.html), utilizando como genes

de referencia los reportados para otros hongos modelo (Lauter y col.,1991,1993; Carattoli y
col., 1995; Liu y col., 2003; Linden y col., 1997). Al analizar la expresion de los genes
putativos de conidiacion en T. atroviride, se observo que su expresion estaba controlada por
el pulso de luz, como se reporto para N. crassa (; Lauter y col., 1991,1993; Carattoli y col.,

1995; Liu y col., 2003; Linden y col., 1997). Interesantemente, se observéd que la limitacion
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de Pi induce la expresion de estos genes de manera diferencial durante la conidiacion. La
expresion de estos genes coincide con las diferentes etapas de la formacion del conidioforo.
Los niveles de expresion de estos genes aumentaron de forma gradual en todos los tiempos
empleados posterior al pulso de luz. En oscuridad, se observo la expresion de los genes con
en condiciones limitantes. Cabe mencionar que los datos obtenidos en los tiempos de
expresion de con-1 en T. atroviride en condiciones no limitantes de Pi, coincide con los
tiempos de expresion reportada por Berrocal-tito., (1999). Es importante destacar que la
expresion de este gen se observo en fuentes limitadas de Pi en oscuridad. Posiblemente
con-1 puede ser estimulado por otros factores que propician un ambiente de estrés y
consecuentemente estimular la conidiacion (Figura 12).

La expresion es dependiente de las proteinas BLR, ya que con-1 se reprime en una
mutante blr en todas las concentraciones limitadas empleadas. La presencia de dos
transcritos en T. atroviride del gen con-10 en condiciones limitantes y no limitantes podria
deberse por un splicing alternativo dando origen a distintos transcritos, La expresion de
algunos genes (otfc, ppp-1) depende solamente de la disponibilidad de Pi ya que los niveles
de expresion incrementen ligeramente en las concentraciones limitadas y no con la
aplicacion de un pulso de luz. El gen nrc-2 responde a diversos factores de estrés, ya que se
expresa en oscuridad y con la sefial luminosa su expresion aumenta. En relacion al gen con-
13 que solo expresa en la mutante blr, podria deberse la existencia de dos genes implicadas
en la misma etapa de desarrollo regulado por las proteinas BLR, donde uno expresa en
condiciones favorables y el segundo solo se expresa en condiciones de estrés en ausencia de
las BLR. Nuestros datos demuestra la presencia de genes asociados a la conidiacién en T.
atroviride y ademas que son diferencialmente expresados por otros factores de estrés, tal es
el caso de la limitacion de Pi, sugiriendo que los genes con asi como otros genes implicadas
en la conidiacion pueden estar regulados por las proteinas BLR en respuesta a la sefal
luminosa, como se reporta para los genes con en N. crassa (Lauter y col.,1991,1993;;
Carattoli y col., 1995; Liu y col., 2003; Linden y col., 1997) o controladas por otros
factores que propician un ambiente de estrés de forma dependiente e independiente de las
proteinas BLR (Figura 12). Esta idea se fundamenta en que no todos los genes responsivos
a luz son reguladas por las proteinas BLR, mostrando un patréon de expresion similar a los

genes que son dependiente de estas proteinas, indicando la existencia de una via de
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sefalizacion a luz alterna independiente de la proteinas BLR. Ademas existen evidencias de
la presencia de LRE (elementos de respuesta a luz) en el promotor de genes responsivos a
luz dependientes o dependientes de las proteinas BLR, involucradas en su regulacion por
este factor (Rosales-Saavedra y col., 2006). En este sentido cabe la posibilidad de la
existencia de otras secuencias consenso bien conservadas a parte de los LRE en los genes
asociados a la conidiacion en T. atroviride que regulen su expresion ante ciertos factores de
estrés, ademas del factor luz explicando asi la expresion de genes en ausencia o presencia
de las proteinas BLR. Rosales-Saavedra y col., (2006) sefiala que varios genes responsivos
a luz son de funcion desconocida y por lo tanto la expresion de estos genes podrian ser
analizados en el proceso de fotoconidiacion de T. atroviride y bajo condiciones limitantes
de Pi.

Nuestros datos indican que el Pi es un elemento importante en desarrollo de
Trichoderma, ya que el déficit de este elemento en el medio de crecimiento induce cambios
morfoldgicos drasticos a nivel de produccion de biomasa y conidiacion. Esta tltima
respuesta es amplificada dependiente de las proteinas BLR en presencia de la sefal
luminosa. La presencia de estos dos factores es interpretada como una sefal de estrés que
activa sistemas de defensa celular induciendo al programa de diferenciacion morfologica
(conidiacion) para la preservacion y continuidad de la especie. Ademas se analizd la
expresion de genes asociados en la conidiacion descritos en otros sistemas fingicos, y los
resultados mostraron una regulacion diferencial, mediada posiblemente por factores de
estrés. Lo que fue evidente es que no todos estan regulados por las proteinas BLR,
proporcionando evidencia de una posible comunicacién cruzada entre el factor luz y la

limitacion de nutrientes en la fuente de Pi (Figura 12).
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Limitacion
Fosfato

Luz

Conidiacion

Figura 12. Modelo hipotético mostrando las vias de regulacion de la conidiacion por luz y limitacion Pi en
Trichoderma atroviride y la posible conexion entre las dos vias. El complejo BLR percibe y transmite la sefial originada
por la luz o por la limitacion de Pi directamente por el complejo BLR o través de una proteina moduladora (PM). La
conidiacion también puede ser regulada por sistemas de sefializacion alternas que involucran una proteina moduladora por
limitacion de Pi (PM) y un Fotorreceptor Hipotético para la percepcion de la sefial luminosa (FH), resultando la induccion
de genes de conidiacion. Las lineas continuas son pasos hipotéticos y las lineas sdlidas indican datos validados. Las
flechas en la parte inferior segun su tamano indican el nivel de respuesta de Trichoderma atroviride en combinacion de
dos factores o de un solo factor de estrés en la formacion de estructuras de reproduccion (conidias).
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VIII. CONCLUSIONES

1. La concentracion de Pi es importante para el crecimiento micelial de T. atroviride y
su limitacion es una sefial de estrés ya que en conjunto con la luz actia de manera
sinérgica en la formacion de conidas asexuales.

2. Una concentracion de 0.9mM de Pi es la condicién optima en combinacion con la
luz para la maxima formacion de conidias durante la reproduccion asexual de T.
atroviride.

3. La expresion del gen con-1 en respuesta a la limitacion de Pi depende de la
formacion del complejo BLR, evidenciado la conexion molecular entre las sefiales
de estrés nutricional por Piy la luz.
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