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RESUMEN

Las esporas asexuales del micopardasito Trichoderma
harzianum (fialoconidias) estan siendo utilizadas como
biopesticidas. Las esporas pueden producirse mediante dos
modalidades: cultivo liquido (esporas sumergidas) y cultivo sobre
sustrato solido (esporaé aéreas). Estas tltimas parecieran
comportarse mejor, en el campo, como agente de biocontrol. Para
un eficiente accionar en el filoplano, el biopesticida debe en primer
lugar adherirse a la superficie de frutos y hojas, las que
generalmente son hidrofobicas. Luego de resistir las condiciones
ambientales adversas, la espora deberd desarrollar una efectiva
germinacion, debido a que solo en el estado vegetativo se expresa el
antagonismo. En este trabajo, se evaluaron los atributos como’
agente de biocontrol de las esporas de T. harzianum producidas
bajo diferentes modalidades de cultivo. El trabajo se centrd en la
determinacién de los factores involucrados en la adhesién y como

se desencadena la germinacion.

La comparaci()n morfolégica, bioquimica y funcional entre las
esporas aéreas y sumergidas mostrd notables diferencias entre
ambas células.. Particularmente,” las esporas a€reas fueron mas
longevas y resistentes. Esto podria relacionarse con al estado latente
en que aparentemente son producidas, A este respecto, el grosor de
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Ja pared externa pareciera ser importante. En efecto, tal pared es

especifica de la espora y notablemente mas gruesa en las aéreas.

Otra caracteristica diferencial entre ambas esporas fue el
caracter hidrofébico de las esporas aéreas, mientras que las
sumergidas fueron hidrofilicas. La hidrofobicidad se relaciond con
componentes de la pared externa, lo que llevé a sospechar la
presencia de proteinas tipo hidrofobinas en la superficie de las
esporas aéreas. Entre las proteinas asociadas con la pared externa de
las esporas aéreas de T. harzianum, se detectaron al menos 3
proteinas (18, 10 y 8 kDa) inmunologicamnte relacionadas con
HFB1, una hidrofobina de clase Il de Trichoderma reesei. Estas
proteinas presentaron caracteristicas de solubilidad similares a otras
hidrofobinas de clase II y se encontrarian en la espora bajo dos
formas. Una fraccién estaria debilmente asociada con la pared,
siendo extaridas con agua y soluciones acuosas de mediana
polaridad. La segunda fraccion solo se extrae de las esporas aéreas
con tratamientos mas fuertes, como SDS al 1% caliente, indicando
una interaccion mas estrecha con la espora. Debido a que las
extracciones que solubilizan la primera fraEcién también disminuyen
la hidrofobicidad de las esporas aéreas, sugiere que las putativas
hidrofobinas identificadas estarfan involucradas en el caracter
hidrofébico. Estas proteinas no fueron detectadas en las esporas
sumergidas, pero se acumularon en el medio de cultivo,

concomitante al incremento del nimero de esporas. Esto sugiere
que bajo condiciones de cultivo liquido se estarian perdiendo
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componentes de la pared externa hacia el medio de cultivo. Tal
hecho, disminuiria el grosor de la pared externa, lo que a su vez,
facilitaria la interaccion de la espora con el medio ambiente
activando el metabolismo, lo que podria afectar la viabilidad celular

a través de reacciones de deterioro.

Para identificar fehacientemente la presencia de hidrofobinas
en las esporas de T. harzianum, se aislaron genes de este tipo que se

estuvieran expresando durante la esporulacién. Para esto, se realizé

una genoteca de cDNA en AZAP a partir de los RNAm presentes en
cultivos esporulantes. Mediante hibridizacion heterdloga, usando el
gen hfb2 que corresponde a Ja hidrofobina ligada a la espora de T.
reesei, se aislaron 12 clones. Los resultados de los analisis
mediante las técnicas de Southern, bajo distinto grado de estrictez,
indican que en T. harzianum existiria mas de un gen homdlogo a
hib2. Sin embargo, los resultados mediante la técnica de Northern
usando uno de los clones aislados como sonda, indica que durante la
esporulacién se expresarfa solamente uno. La secuenciacién de los
clonés y su comparacién con las otras hidrofobinas estad ain en

desarrollo.

Debido a la hidrofobicidad, las esporas aéreas debieron ser
mecanicamente disgrégadas para obtener suspensiones homogéneas,
previo a las incubaciones para estudiar la germinacién. Tal
manipulacién podria considerarse una activacion de la espora. Esto
facilitarfa la entrada de agua y nutrientes, desencadenando’los
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eventos germinativos. Las esporas aéreas ocuparon un largo lapso
de tiempo para germinar (12 h). Requirieron de la presencia de
fuentes de carbono y nitrégeno, exceso de agua libre, temperaturas
moderadas y pH 4cido. El quiebre de la latencia de las esporas
implicaria una larga y complejd adaptacion ultraestructural para
establecer una célula activa. Esto fue evidenciado mediante andlisis
de microscopia de transmisién electrénica y por el lento desarrollo

de actividad metabdlica, como respiracion, durante la germinacion.

La lenta germinacién de T. harzianum  podria
relacionarse, ademdas, con la escasa cantidad de compuestos
endbgenos almacenados en las esporas. A este respecto, el
establecimiento de la via de asimilacién de compuestos nitrogenados
mostrd ser importante. De hecho, la mejor condicion nutricional
germinativa fue peptona; los estudios de captacién de aminoacidos
marcados mostrd una alta demanda por tales compuestos durante la
germinacién; los niveles de aminoécidos endégenos libres fueron
bajos comparado con esporas de hongos que germinan rapido.
Ademds, una de las actividades tempranas de la germinacion fue la
sintesis de glutamina a partir de glutamafb. Este Gltimo aminoacido
representa el principal aminoacido almacenado y su transformacion
evidencié actividad de glutamina sintetasa. Esta enzima se encontrd
preservada en la espora no germinante y estaria asociada con la
fraccion microsomal. Esta particular preservacion, descrita en este

trabajo por primera vez, resalta la necesidad e importancia para

la espora de establecer esta via metabélica. La sola incubacién de las

xvii




esporas en agua fue suficiente para que se desarrollara la sintesis de
glutamina. Esto indica que tal actividad no seria dependiente de la
presencia de nutrientes exdgenos para activarse y comprueba el
hecho que condiciones que no sustentan la germinacion morfologica

pueden desencadenar eventos de la misma.

Los resultados obtenidos indican que las esporas aéreas
serian mas resistentes que las sumergidas y su hidrofobicidad
favoreceria su dispersion aérea, acihesién a sustratos, no requiriendo
formulaciones sofisticadas para tales fines. La informacién obtenida
con respecto a la modalidad de germinacién, sera de utilidad para el
desarrollo de formulaciones de preparados de esporas con alta
germinabilidad y permitira predecir el comportamiento germinativo

de las esporas en terreno.
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ABSTRACT

Asexual spores of the mycoparasitic fungus Trichoderma
harzianum (phyaloconidia) are employed in biocontrol
programmes. Its spores can be produced either by submerged or
solid substrate cultivation techniques, obtaining submerged and
aerial spores, respectively. The latter spores have showed better
behaviour as a biocontrol agent in the field. On the phylloplane,
before expressing their antagonic activity, spores must develop a
rapid and effective adhesion to leaves and other hydrophobic
surfaces. Then they must to be able to survive in the enviroment
and finally activate the germination process. In this work,
important characteristics for a biocontrol agent were evaluated in
T. harzianum spores produced by the two cultivation techniques.
In particular, factors involved in adhesion and triggering of

germination were studied.

Morphologically, biochemically and;:—-funtionally, aerial spores
were significantly different from those obtained by submerged
cultivation.. Aerial spores had greater longevity and were more
resistant than submerged ones. The latter may be related to its
dormant state. Quter wall thickness seems to be critical in the
preservation of the integrity of whole spore. Indeed, this layer is
spore specific and is nearly twice the thickness of submerged ones.
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Hydrophobicity was the other noticeable difference between
aerial and sumerged spores. This property was related to
components on the aerial spore surface, suggesting .that
hydrophobins may be involved. On analysis, three proteins (18, 10
and 8 kDa) extracted from spore walls and reacting with HEFB1
antisera, a class II hydrophobin from Trichoderma reesei, were
found. These proteins showed similar solubility properties to other
class 1I hydrophobins and were associated with two fractions on the
spore wall. One form has a weak association with the spore wall and
can be extracted with water and apolar aqueous solutions. The
second form can be extracted only with a strong treatment such as
hot 1% SDS. Considering that the hydrophobicity is lost along with
the first fraction, an involvement of the putative hydrophobins
identified with hydrophobicity is implicated. These proteins were
absent from submerged spores, but accumulated in the
extracellular liquid, concomittant with spore production. Therefore,
under liquid culture conditions, outer wall components are being
released, decreasing wall thickness and facilitating subsequent spore
interactions with the environment. Under these conditions, viability
might be affected by deleterious feactiong'.

To identify hydrophobins on aerial spores of T. harzianum,
hydrophobin-related genes expressed under sporulating conditions
were isolated. For this purpose, a cCDNA bank was constructed from

mRNA present in sporulating cultures, in phage AZAP vector. By

heterologous hybridizations using hfb2 (the spore-bound
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hydrophobin gene of T. reesei‘), as a probe, 12 clones were
isolated. The results of Southem analyses, carried out under
different stringencies, indicate that there is more than one hfb2
homologous gene in T. harzianum. However, only one of them is
expressed under sporulating conditions, as indicated by Northern
analyses using ones of the selected clones as a probe. Sequencing of

the clones obtained and data comparisons with identified

hydrophobins are now under progress.

Due to their hydrophobicity, mechanical suspension of aerial
spores was an obligatory step in germination experiments. This
manipulation can be considered as an activation, allowing quick
water and nutrient uptake, thereby (riggering germination events.
Germination of T. harzianum spores was an slow process. A time of
12 h, presence of carbon and nitrogen sources, a moderate
temperature, high levels of free water and acidic pH were
requiered for completion. Loss of the dormancy state seems 10
involve a long and complex ultrastuctural transformation allowing
the stablishment of an actively growing cell. The latter was suported
by TEM analysis and by the late metabolic activity development,

such as respiration.

Moreover, the slow germination of T. harzianum could be
related to the limited availability of endogenous compounds stored

in spores. In this respect, the establishment of nitrogen assimilation

pathway appears to be important. Several facts support this
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assumption: peptone was the best nutritional germinating condition;
spores showed increased radiolabeled aminoacid uptake; free
endogenous aminoacid levels were lower in T. harzianum spores
than other quicker germinating fungal spores. Morever, glutamine
synthesis from glutamate was an early event. The later was the
major stored aminoacid and its transformation indicates glutamine
synthetase activity. The later enzyme was preserved in non-
germinating spores and was associated with the microsomal fraction.
This is the first report of this enzyme in spores and it indicates the
importance of the nitrogen assimilation pathway to Trichoderma
germihation. Glutamine synthesis was detected when spores were
incubated only in water, indicating that this enzyme Is not
nutrient-activated. Moreover, this shows that some germinating

events can be activated by non-support germination conditions.

In conclusion, aerial spores have atributes that better enable
them to resist environmental conditions. Hydrophobicity might
facilitate air dispersion and substrate adhesion, thereby
eliminating the need for include them in sophisticated
formulations for biocontrol purposes. Cf‘ermination data will be
useful in the design of formulation that give high spore

germinability, and in predicting spore behaviour in the field.
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AML: Agar malta levadura
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CDNA: DNA complementario
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Trichoderma reesei.
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GS: Glutamina sintetasa

IPTG: Isopropilo-pg-galactosido

LSB: Laemli's sample buffer (imortiguador de carga
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1. INTRODUCCION

1.1. Control biolégico.

La utilizacién de pesticidas quimicos en la agricultura
moderna ha provocado la contaminacién del ambiente y desarrollo
de resistencia en las plagas a controlar. Una atractiva alternativa
para eliminar o reducir el uso de agroquimicos lo constituye el
control bioldgico, biocontrol o uso de biopesticidas. En este sistema
el principio activo lo conforma un microorganismo o algin

componente derivado (Lisansky, 1989; Lewis y Papavizas, 1991).

El enfoque més utilizado en el biocontrol ha sido el uso de
microorganismos que de algin modo antagonicen al fitopatogeno.
Los mecanismos involucrados en tal actividad son de diversa
indole. Entre éstos se encuentra: 1. Antibiosis o produccidon de
antibi6ticos tanto volatiles como no volatiles. 2. Micoparasitismo, en
donde el reconocimiento del patdégeno y produccién de enzimas
degradativas de la pared fangica ((3-1,3ig1ucanasas, quitinasas y
proteasas) serian importantes. 3. Eficiente utilizacién de los
nutrientes. Esto permite desplazar al patégeno por competencia. 4.
Cabe la posibilidad de inducir resistencia en la planta huésped por

reaccion cruzada con los sistemas defensivos de la misma (Goldman

y cols., 1994; Lewis y Papavizas, 1991; Eveleigh, 1985).
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En forma general, los agentes de biocontrol deben cumplir con
ciertos requisitos como facilidad de preparacion y aplicacion, ademas
de mantenerse estables durante el transporte y almacenamiento.
Para lograr un uso masivo y efectivo de biopesticidas, se requiere
de mejoramientos tanto sobre el agente, como también en los
métodos de produccién y aplicacion (Goldman y cols., 1994; Lewis y

Papavizas, 1991).

1.2. Trichoderma harzianum como agente de control
biolégico.

El género Trichoderma representa a un grupo de hongos
filamentosos de la clase Deuteromicetes. Se les ubica a nivel de
suelos donde actuan como saprofitos. Notablemente, varias especies
pertenecientes a este género han mostrado un antagonismo contra

hongos fitopatégenos (Eveleigh, 1985).

Taxonomicamente, Trichoderma harzianum es el estado
imperfecto o asexual (anamorfo) de la especie Hypocrea vinosa
(Eveleigh, 1985). Esta especie, a trévés de su capacidad
micoparasitica y antibiosis, puede controlar una amplia gama .de
fitopatégenos (Eveleigh, 1985; Goldman y cols., 1994; Bélanger y
cols., 1995). Entre estos ltimos, se encuentra Botrytis cinerea
importante ﬁtopatégéno en Chile, agente causal de la pudricién gris

de la uva (Auger, 1983). Lo anterior ha hecho que este hongo se

utilice comercialmente como agente de biocontrol.




Dentro del ciclo de vida de T. harzianum se distinguen cuatro
etapas fisiologicas significativas. Estas son: la fase de latencia,
germinacion, multiplicacién vegetativa y conidiogénesis o
esporulacién (Figura 1; Eveleigh, 1985; Dahlberg y Van Etten, 1982).
A partir de estas etapas se pueden originar al menos tres tipos de
propagulos con potencial de aplicacién en control biolégico :
micelio (hifas o células vegetativas) y dos tipos de esporas

asexuales, fialoconidias y clamidosporas.

Las fialoconidias, debido a la relativa facilidad de produccion
en altas cantidades, constituyen el propagulo més apropiado para
la produccién de T. harzianum como biopesticida. La formal
denominacién de las esporas del género de Trichoderma como
fialoconidias es debido a la forma de botella estilizada -fidlide- de

la célula progenitora (ver Figura 1; Eveleigh, 1985).

1.3. Produccion de T. harzianum como biopesticida.

Para obtener las esporas convencionalmente se ha utilizado la
modalidad de cuitivo liquido. Esto, debidc; al gran desarrolio de las
tecnologias implicadas en cuanto a su facilidad de control, operacion
y escalamiento (Lewis y Papavizas, 1991; Papavizas, 1985). Las
esporas resultantes, han presentado problemas de resistencia frente
a las etapas post-productivas como secado y almacenamiento

(Lewis y Papavizas, 1991; Harman y cols., 1991; Agosin y cols,,

1995). La manipulacién de ciertos parametros, como la actividad de




Espora GERMINACION
Latente
Espora
Germinada O>
Fialoconidias
CRECIMIENTO
VEGETATIVO
Clamidosporas ESPORULACION

Figura 1. Representacién esquemadtica del ciclo de vida para
Trichoderma harzianum.




agua, ha permitido producir esporas mas viables. Esto ultimo,

parece relacionado con la acumulacién de aztcares enddgenos como

trehalosa (Jin y cols., 1991).

Actualmente, esta en evaluacién la factibilidad de producir las
esporas de T. harzianum bajo la modalidad conocida como cultivo
sobre sustrato solido. Bajo estas condiciones, el crecimiento
microbiano se realiza en ausencia de agua libre y como sustratos se
utilizan generalmente subproductos agricolas (Gutiérrez, 1989).
Utilizando tal modalidad de cultivo, se han producido esporas de
Trichoderma (Lewis y Papavizas, 1983; 1984). Las propiedades de
las esporas asi producidas que pudieran ser relevantes para su

aplicacién como biopesticida, no han sido estudiadas.

Recientemente, se compararon bajo condiciones de campo el
comportamiento de las esporas de T. harzianum producidas
mediante las modalidades discutidas anteriormente. Los resultados
obtenidos mostraron que las esporas producidas mediante culitivo
sobre sustrato s6lido tuvieron un mejor comportamiento como
agentes de biocontrol (Tabla 1). En efecto, "‘Eales esporas redujeron el
grado de infeccién de la uva de mesa con B. cinerea, siendo T.

harzianum capaz de mantenerse mejor en el racimo (Tabla 1).




Tabla 1
Efecto de la forma de produccion de esporas de T. harzianum sobre
el grado de infeccién de uva de mesa(l) con Botrytis cinerea.

Sistema de produccién . Flores colonizadas (%)

de esporas de

T. harzianum con B. cinerea (2} conT.harzianum(3)
Cultivos liquidos agitados 11.0 45.6
Cultivos sobre sustrato solido 4.3 69.0
Control 29.7 0.0

{1) Variedad Thompson seedless

(2) Los racimos fueron inoculados, durante la etapa de floracién, con esporas

de T. harzinum asperjando una solucién que contenia 2x10° esporas/mL.
4 dias después se agreg6, de la misma manera, una similar suspension de
esporas de B. cinerea. 1Los racimos se mantuvieron en camara himeda en
el campo.

(3) 48 h despiies de‘la adicion de B. cinerea se colectaron racimos los que
fueron incubados por 7 dias en placas con PDA. Los procentajes
representan la proporcién de flores con presencia de B. cinerea o T.
harzianum. Se analizaron 500 flores por tratamiento.

Fuente : Bernardo Latorre. 1994, Facultad de Agronomia. Universidad Catolica
de Chile.




La elucidacién de las causas de este comportamiento
diferencial seria importante para el Optimo desarrollo de T.
harzianum como biopesticida. Para poder llegar a comprender tal
fenémeno es critico considerar los factores que inciden sobre la

eficacia del agente de control al aplicarse en el filoplano.

1.4. Factores que inciden sobre Ia efectividad de
biopesticidas.

Todo el proceso productivo del biopesticida va dirigido a la
obtencién de preparados del agente con alta viabilidad, los que al
ser aplicados resistan las condiciones adversas de campo y expresen
su actividad antagénica (Andrews, 1992; Lewis y Papavizas, 1991;
Lisanky, 1989).

Bajo las condiciones de campo, el primer evento que debe
ocurrir consiste en la efectiva adhesién del biopesticida a sustratos
o superficies (Elad y Kirsshner, 1993; Doss y cols., 1992; Gareth,
1994). Para el caso de aplicarse en el }"iloplano, el agente debe
adherirse a la superficie de frutos y hojas. Estas generalmente son
hidrofdobicas. Una vez adherido, el agente debe resistir las
condiciones ambientales adversas, manteniéndose viable para
desarrollar su capacidad antagonica. Antes de que ocurra lo anterior,

y para el caso de las esporas, estas deben obligadamente germinar.

La razdn de esto es que las esporas representan una forma distinta




microorganismo vegetativo y es solo en este tltimo estado es posible
la expresién del antagonismo (Eveleigh, 1985; Goldman y cols.,

1994).

1.5. Caracteristicas de las esporas fangicas no germinantes.

La espora "madura" estarfa en un estado de latencia, ie. sin
actividad metabdlica, la que se reactiva segin las condiciones
externas. Presentan, ademas, una notable resistencia frente a
agentes deletéreos. Es por esto, que se le ha asignado a la espora la
funcién de elemento de persistencia y/o propagulo de dispersion
para alcanzar condiciones favorébles para el crecimiento, bajo las

cuales germina (Cole, 1986; Van Etten y cols., 1983).

1.5.1. Estado de latencia de las esporas.
Se ha definido la latencia como un periodo de tiempo en el

cual se ha interrumpido en forma reversible el desarrollo fenotipico
de un organismo (Sussman y Douthit, 1973). Bajo el estado latente,
las esporas no manifiestan actividad mgtabélica detectable. Han
sido invocados mecanismos de diversa naf':turaleza para explicar tal
condicién. Estos incluyen barrerasl de permeabilidad, anhidrobiosis,
inhibicién de la sintesis de novo de enzimas o cambios
conformacionales de enzimas pre-existentes, separacion espacial de
sustratos y enzimas mediante compartamentalizacion y produccion

de auto inhibidores (Van Etten y cols., 1983). No necesariamente

estos mecanismos se excluyen mutuamente.
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1.5.2. Rol de la pared y componentes de superficie de la espora.

Los componentes estructurales mas externos de la espora
estan relacionados con las primeras interacciones due este tipo de
célula pudiera establecer con el medio que lo rodea (Gareth, 1994).
Estos componentes de superficie le confieren propiedades de
adhesion (Boucias y cols., 1988; Gareth, 1994) y de proteccién
(Beever y Dempsey, 1978) a las esporas. Tambien han sido
ubicadasun conjunto de enzimas liticas (Kubicek, 1987) y proteinas
protectivas (Nicholson y Moraes, 1981; Nicholson y cols., ;1986).
Ultraestructuralmente, las paredes de las esporas varian en relacion
al namero de capas y densidad electrénica cuando se analizan al
microscopio electrénico (Van Etten 'y cols., 1983). Generalmente se
distinguen dos capas, siendo usualmente la externa mas

electrondensa que la interna.

Se han encontrado sobre la superficie de algunas esporas la
presencia de un particular tipo de estructuras denominadas
nrodlets" (Beever y Dempsey, 1978; Cole, 1986; Cole y Pope, 1981;
Boucias vy cols., 1988). La preseqcia de tales estructuras se ha
relacionado con el caracter hidrofébico de las esporas que los poseen
(Beever y Dempsey, 1978; Cole, 1986; Doss y cols., 1993). Esta altima
propiedad favorece la adhesién no especifica a sustratos
hidrofébicos (Boucias y cols., 1988; Doss y cols., 1993). Esto Gltimo,
se podria considerar COmo un evento pasivo, que iniciaria la

colonizacién de un determinado nicho ecologico (Gareth, 1994).
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1.6. Hidrofobinas.

Estas proteinas se descubrieron como producto de genes
altamente expresados durante el desarrollo de los cuerpos
fructiferos y micelio aéreo del basidiomicete Schizophyllum
commune (Dons y cols, 1984; Mulder y Wessels, 1986). La
secuenciacion de algunos de estos genes y sus correspondientes
¢DNAs revelaron la existencia de al menos tres familias de pequefias
proteinas {alrededor de 100 aminoacidos), moderadamente
hidrofébicas, con sefiales de secreciéon y 8 residuos de cisteinas
caracteristicamente espaciadas (Schuren y Wessels, 1990). Estas
proteinas se identificaron en la pared de las hifas de estructuras

aéreas y fueron denominadas hidrofobinas (Wessels y cols., 1991).

Posteriormente, un numero considerable de genes,
abundantemente expresados en otros hongos, han sido identificados
como hidrofobinas mediante comparacion de sus secuencias (ver
Figura 2; Wessels, 1994). A nivel nucleotidico sin embargo, las
secuencias de tales genes son bastante divergentes. Incluso las tres
hidrofobinas de S. commune, sc3, sc4 y scl poseen solamente un
45% de homologia en la secuencia codificadora y no presentan
hibridizacién cruzada. A nivel aminoacidico y considerando
sustituciones conservativas, la homologia mejora dando un 39% de
identidad v un 41% de similaridad. Si en tales comparaciones se
consideran las proteinas RODA de Aspergillus nidulans y EAS de
Neurospora crassa la identidad cae a 11% y la similaridad a 23%

(Wessels, 1994). Sin embargo, si todas las proteinas son alineadas

7!
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Schizophyllum commune .
SC3

Schizephylium comniune
SC4

Schizophyllum commune

8C1

Metarhizium anisopliae
SSGA

Neurospora crassa
EAS

Asperguillus nidulans
RODA

Magnaporihe grisea k
MPGl

Ophiostoma ulmi
ceratoulmina (CU)

Cryphonectria parasitica k
criparina (CRI")

Figura 2.Comparacionde los perfiles hidropaticos de hidrofobinas
(Wessels, 1994). La zona sobre la linea de la abcisa representa
regiones hidrofdbicas. Los perfiles se alinearon alrededor de los
residuos conservados de cisteina (primer y segundo doblete y
cuarto y octavo residuos). Se dejaron espacios en la secuencia donde
las regiones hidrofébicas se alternaron con las hidrofilicas. En los
Casos en que se conoce, el extremo aminoterminal de las proteinas
maduras estd indicado con una flecha. Notese que las primeras 7
hidrofobinas (clase I) tienen un patron similar, que difiere del
presentado por las Gitimas dos (hidrofobinas de clase II).
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con respecto a la posicion de sus cisteinas, sus perfiles hidropaticos
muestran una fuerte similaridad, excepto para ceratoulmina y
criparina (CU y CRP, respectivamente; Figura 2; Wessels, 1994). Por
tal razon, estas Gltimas proteinas se han denominado hidrofobinas
de clase II, para distinguirlas de las anteriores, hidrofobinas de

clase L.

Las hidrofobinas de clase II fueron inicialmente identificadas
como proteinas altamente excretadas, mientras que las de clase I
han sido identificadas como los probables productos de genes
altamente expresados en ciertos estados de desarrolio del hongo.
Hasta la fecha, solo las proteinas codificadas por los genes sc3 y
sc4 de S. commune han sido identificadas (Wessels y cols., 1991).
1.6.1. Rol de las hidrofobinas.

La hidrofobina SC3 fue purificada y alguna de sus propiedades
determinadas (Woesten y cols., 1993;1994). Esta se encuentra
asociada -en el micelio aéreo- en un complejo de alta masa
molecular, insoluble en SDS caliente. Estos complejos pueden ser
disociados a su forma monomérica ;n acido perférmico o
trifluoroacético concentrados frios. Tales caracteristicas podrian
haber mantenido a las hidrofobinas desapercibidas, a pesar de ser
proteinas abundantes. Cuando el hongo se cultiva en medio liquido,
SC3 se encuentra en el liqﬁido de cultivo bajo su forma monomérica
(ver Figura 3). Al agitar el liquido, ésta se asocia espontaneamente

en complejos insolubles en SDS. Analisis in vitro de SC3 han
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Figura 3. Modelo propuesto para la formacién de los rodlets en
Schizophyllum commune (Woesten et al,, 1994, Wessels, 1994). La
flecha, dentro de la hifa, indica el transporte de mondmeros de la
hidrofobina de clase I SC3 hacia el apice en crécimiento en donde es
secretada. En Ia hifa sumergida SC3 difunde al medio de cultivo. En
la hifa aérea, SC3 se ensambla en la superficie como una membrana
amfipatica inducida por la presencia de la interfase
hidrofilica/hidrofébica de la pared de la hifa y el aire. SC3 presente
en el medio de cultivo podria ensamblarse en la superficie del
liquido, pero su concentracién en el medio es mas baja que en el
apice de la hifa aérea.
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llevado a proponer que la confrontacién del monémero con una
interface hidrofébica/hidrofilica causa un cambio conformacional en
la proteina que resulta en la formacion de un ensamblaje
bidimensional (tipo membrana, ver Figura 3) con los grupos polares
hacia el lado hidrofilico y los apolares hacia el hidrofébico (Woesten
y cols., 1993;1994; Wessels, 1994).

Mediante técnicas de genética molecular se han podido generar
mutantes, en varios hongos, de modo que no expresen el gen de la
hidrofobina. En tales mutantes, se aprecia el fenotipo de ser
"facilmente mojables" -hidrofilicos- y falla la dispersién aérea de
las esporas {Wessels, 1994). Ademas, no se observan "rodlets" en la
superficie del tejido aéreo, confirmando los roles inicialmente
propuestos para tales estructuras y comentados en el punto
precedente. Por lo tanto, aparte de un rol estructural, las
hidrofobinas estaria involucradas en procesos de adhesién y
patogénesis (Wessels, 1994). Efectivamente, los genes de
hidrofobinas ssg1 en el patdgeno de insecto Metharhyzium
anisopleae (Legers y cols., 1992) y mpgl del fitopatdgeno
Magnaporthea grisea (Talbot y cols., f993), se expresan bajo
condiciones gque llevan al desarrollo de la patogénesis. la
inactivacién de MPG1 reduce la abilidad de producir los sintomas de
la enfermedad (Talbot y cols., 1993).
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Aunque atn en debate, las hidrofobinas de clase II,
ceratoulmina (CU) y criparina {CRP), aparecen como toxinas de la
marchitez en arboles (Wessels, 1994). Ambas son producidas
extracelularmente en grandes cantidades por los fitopatdgenos,
Ophiostoma ulmi (Russo y cols., 1982) y Cryphonectria parasitica
(Carpenter y cols., 1992), respectivamente. Ambas proteinas se
encuentran presentes en las estructuras acéreas de estos hongos
(Svircek y cols., 1988; Carpenter y cols., 1992), aunque hay que
destacar el hecho que, en tales hongos, no se han descrito
estructuras tipo rodlets. Al igual que SC3, CU y CRP se ensamblam
en la interfase aire/agua. Sin embargo, tales agregados son mucho
menos estables y se disocian rapidamente en agua y soluciones

etandlicas (Russo y cols., 1982; Cafpenter y cols., 1992).

1.6.2. Hidrofobinas en Trichoderma.

Recientéemente, se han identificado dos hidrofobinas de clase 1I
en Trichoderma ressei, HFB1 y HFB2 (Nakari y cols., 1995a, 1995b).
Esto sugiere que las hidrofobinas de esta clase no serian especificas
para hongos fitopatégenos. Ademas, seria él primer hongo en donde

se describen dos hidrofobinas de esta clase.

Ambas hidrofobinas fueron descubiertas geneticamente. hifbZ
se aislé previemente como un gen altamente expresado en glucosa

(Nakari y cols., 1995a), mientras que hfbZ fue posteriormente

aislado mediante hibridacién heterdloga usando hfbl como sonda
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(Nakari y cols., 1995b). Ambas proteinas, maduras, tendrian una
baja masa molecular (75 y 71 kDa para HFBl1 y HFB2Z,
respectivamente), segin se deduce de las correspondientes
secuencias nucleotidicas. Son bastante parecidas entre si (Figura 4),
con un porcentage de identidad y similaridad de un 64% y un 69%,
respectivamente. Son, ademds, bastante similares a CRP y CU,
siendo HFB1 mas similar que HFB2 ( 61% vy 48% versus 58% y 46%;
ver Figura 5; Nakari y cols., 19952, 1995b).

La expresion de los genes hfbl y hfb2 es divergente (Nakari y
cols., 1995b). En efecto, hfbl se expresd solamente en medios que
contenian glucosa o sorbitol como fuentes de carbono. No se detectd
en medios donde la fuente de carbono era celulosa, xilano, celobiosa
o lactosa, condiciones bajo las cuales hfb2 fue altamente expresado.
La expresién de hfbZ fue, ademas, altamente inducida por
limitacién en carbono, nitrégeno, por luz y en cultivos bajo activa
esporulacién. HFB1 fue detectada tanto en la pared celular del
micelio vegetativo como en el liquido de cultivo donde el hongo
habia crecido utilizando glucosa como fuente de carbono (Nakariy

cols., 1995a). HFB2, su vez, fue detecfada en esporas y en el

liguido de cultivo de medios con lactosa como fuente de carbono
(Nakari y cols., 1995b).
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Figura 4. Alineaciéon de la secuencia aminoacidica de las
hidrofobinas de clase 1I. Las secuencias corresponden a las
hidrofobinas de T. reesei HFB1 (HFB1) y HFB2 (HFB2),
ceratoulmina (CU) de O. ulmi y criparina (CRP) de C. parasitica. Las
posiciones del extremo N-terminal de Ias proteinas maduras asi
como los intrones se indican mediante flechas y triangulos,
respectivamente. Los aminodcidos conservados se indican con
astericos debajo de las secuencias. Los residuos de aminoécidos
hidrofdbicos se muestran en las casillas sombreadas (adaptado de

Nakari y cols., 1995b).
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La informacién disponible indica que HFB1 se relacionaria con
el estado vegetativo de T. reesei, mientras que HFB2 estaria ligada
a la espora. Esta tltima hidrofobina por expresarse bajo condiciones
que pemiten Ia celulolisis podria relacionarse con la adhesion del

micelio a sustratos complejos e insolubles como la celulosa (Nakari y
cols., 1995b).

1.7. Activacion de la espora latente.

Se puede considerar como activacion de la espora a cualquier
tratamiento que induzca o estimule la germinacion (Van Etten y
cols., 1983). La activacion, generalmente involucra manipulaciones
como la incubacién de las esporas en agua o solucion de algin

compuesto. Este altimo puede ser utilizado o no como nutriente
(Cotter, 1981).

Por otro lado, el tratamiento fisico mas utilizado en muchas
especies de hongos consiste en cortas exposiciones a elevadas
temperturas. Los regimenes en cuanto a tiempo de exposicion y
temperatura varian entre las especies. La activacién a baja

temperatura es mucho menos frecuente (Van Etten y cols., 1983).

1.7.1. Efecto de nutrientes.

Muchas esporas flingicas germinan al proveerlas con

compuestos considerados normalmente como nutrientes, los cuales

podrian utilizarse como fuente de carbono y/o nitrégeno. Este es el
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meétodo mas utilizado para inducir la germinacion (Van Etten el al.,
1983). En caso de actuar como nutriente, un compuesto deberia ser
utilizado durante le germinacién y detener el proceso al ser

removido del medio.

En conidias de N. crassa se encontré que la presencia de 3-0O-
metil-D-glucosa, un andlogo no toxico y no metabolizable de la
glucosa, en el medio de germinacion podia activar transientemente
la sintesis de proteina, pero no de RNA (Bonnen y Brambl, 1983).
Esto llevd a sugerir que la glucosa podria actuar como una sefal para
activar la sintesis de proteina y que luego se requeriria cualquier

fuente de carbono para mantenerla.

Una situacion similar se ha descrito para las ascosporas de
levaduras. Los primeros eventos de la germinacién, como la
activacién de la enzima trehalasa y la consecuente degradacion de
trehalosa, se desencadenarian ante la presencia de nutrientes
(Thevelein y cols., 1984). Estos serian "sensados” por moléculas
especificas, desencadenando una serie de eventos intracelulares en
cascada, donde estan involucrados proteinas tipo RAS, adenilato

ciclasa y fosforilaciones (Thevelein, 1991}
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1.7.2. Mecanismo de la activacion.

Muchas de las esporas mas estudiadas se activan mediante
mas de un tratamiento. Es razonable que algunos de ellos imiten los
efectos de otros. Cotter (1981) propone que para el caso de
Dictyostelium discoideum la activacion se desencadenaria mediante
eventos en cascada. Este desencadenamiento puede ser regulado
por varios activadores, autoactivadores, autoinhibidores y quizas
AMPc. De este modo, existiria un solo sitio que mantendria la
latencia, pero miultiples formas de afectarlo. Los cambios
conformacionales de la region hidrofilica de una proteina ubicada en
la cara interna de la mitocondria, estaria involucrada en la
activacion (Cotter, 1981). Estudios de requerimientos de
temperatura para la activaciéon de esporas de Phycomiyes
blaskesleanus a altas presiones, también, evidencian la

participacion de una proteina (Furch, 1981).

Sin embargo, debido a que Ia activacién se puede realizar
mediante diversos métodos, con distintos mecanismos, vy a la
diversidad de los hongos, no existe una ra;én para especular acerca
de Ia universalidad de un mecanismo de a%:tivacién. A estle respecto,
los trabajos realizados en N. crassa (Brambl y cols., 1978; Brambl,
1981; Bonen y Brambl, 1983) apuntan a que la activacién de la
germinacién dependeria de varios estimulos. Estos desencadenarian

diferentes respuestas metabdlicas, cuya interaccion iniciarian y

mantendrian la germinacién.
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1.8. Germinacién de esporas fangicas.

Sussman y Douthit (1973) definen la germinacién como "el
primer estado irreversible que es reconocidamente diferente del
estado latente mediante algun criterio morfoldgico, citoldgico
fisiolégico o bioquimico”. En Hongos, la apariciéon del tubo
germinativo indica morfologicamente la culminacién de este proceso.
A medida que se utilizan técnicas mas sensitivas, se descubre que
muchos eventos ocurren luego de algunos minutos de colocar las
esporas bajo condiciones de germinacion (Van Etten y cols., 1983).
Segun la definicién anterior, tales esporas habrian germinado, atin

cuando el tubo germinativo tarde horas en aparecer.

Desde un punto de vista practico es mds facil considerar la
germinacion morfologicamente, cuando se ha formado el tubo
germinativo. De esta manera, los eventos asociados con la
germinacion se pueden considerar esenciales o no segilin aparezcan
en forma temprana o tardia en el proceso general (Van Etten y cols.,
1983).

Por dltimo, la germinacion involuc':"raria la expresion de un
programa genético especifico (Ennis y cols, 1988; Ramalingan vy cols.,
1992). Por esto puede tomarse la germinaciéon como modelo para
estudiar procesos de diferenciacién celular. Por otro lado, esto
implica que el crecimiento vegetativo no seria necesariamente una

simple extensién de los eventos asociados con la formacion del tubo
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t

germinativo y otro programa de desarrollo podria ser iestablecido

L
4

(Van Etten y cols., 1983).

Si bien los procesos de esporulacién y germinacién involucran
diferentes programas de expresion genética (Timberlake, 1990;
Ennis y cols, 1988), ambos estarfan relacionados. Se hd propuesto
que los primeros eventos de la germinacion se prggramarian
durante la esporulacién (Brody, 1981). Por lo tan‘;to, podrian
considerarse ambos como un solo proceso, el que aT veces esta
interrumpido por un indefinido periédo de latencia. La e?sporulacién

se podra considerar como exitosa cuando la espora haya germinado.

1.8.1. Establecimiento de la actividad metabdlica.

Una vez situadas en condiciones germinativas, las esporas
entran en un activo metabolismo. Esto se refleja en el dramadtico
aumento, 10-30 veces, del consumo de oxigeno por parte de las
esporas germinantes (Van Etten y cols., 1983). Brarhbl (1981)
examiné el desarrollo del sistema mitocondrial de trzﬁnsporte de
electrones durante la géerminacién de Botryodiplodia t.iheobromae.
Las espofﬁs de este hongo no poseen ;actividad detectable de
citocromo oxidasa, sino hasta 60-120 min después de i:ncubada la
espora bajo condiciones germinativas. Estd situacién se deberia a un
problema de compartamentalizacién de las subunidades de la
enzima. El désatrollo de la actividad dependeria de modificaciones y

reordenamientos de algunas subunidades preservadas en el

|3
]

1]
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citoplasma para que ingresen a la mitocondria y se ensamble la

enzima activa.

Uno de los eventos tempranos asociados con la germinacion es
el rapido aumento en la velocidad de la sintesis proteica: La sintesis
citoplasmética esesencial para la formacion del tubo germinativo en
todos los hongos (Brambl y cols., 1978). La sintesis mitocondrial, en
cambio, no seria requerida para la formacion del tubo germinativo

en los casos de B. theobromeae, N. crassa y S. cerevisiae (Brambl,

1981).

1.8.2. Rol de aminoacidos v metabolismo del nitrégeno.

En conidias de N. crassa, glutamato se encuentra almacenado a
un nivel correspodiente al 2.5% del peso de las esporasi(Schmidt y
Brody, 1975). Durante la germinacién ocurre una rapida -en
término de minutos- desminucion en el contenido de gltjltamato, un
aumento transiente de NADH y NADPH y la conversion de grupos
tioles a su forma reducida (Schmidt y Brody, 1975; Brody, 1981). La
degradacion del glutamato se realiza a través de una via como la
mostrada en la Figura 5A. La enzima fglutamato descarboxilasa
serfa especifica de las esporas. En efecto, solo se expresa durante la
esporulaciéon, acumulandose en las conidias (Hao y Schngidt, 1993).
Esta secuencia de eventos se desarrollan en ausencia deinutrientes,

es decir, al incubar las esporas en agua (Schmidt y Brody, 1975) y

durante el almacenamiento a altas humedades (Fahey y ¢ols., 1978).




24

A

Glutanato

@ Oxaloacetato
‘ /—* NADH
y-aminchutirato «-cetoacido Aspartato @
Ialato
Fumarato

Suceinil- ; ; FADH»
senialdehido Aninoacido /‘_‘

Succinato

Ej@

X NAD(P) 2 RSH

Y NAD(P)H RS-SR

Figura 5. Esquema de los primeros eventos metabdlicos
desarrollados durante la germinacién de esporas de Neurospora
crassa. A, ruta catabdlica del glutamato durante la germinacién
(Schmidt y Brody, 1975). Los nimeros indican las actividades
enzimaticas involucradas y las cajas muestran los principales
productos degrativos. 1, glutamato descarboxilasa; 2, y-
aminobutirato-a-cetoglutarato transaminasa; 3, succinil
semialdehido deshidrogenasa; 4, succinato deshidrogenasa; 5,
fumarasa; 6, malato deshidrogenasa; 7, glutamato-oxaloacetato
transaminasa. B, modelo general para la generacién de poder
reductor durante los primeros estados de la germinacion {Brody,
1981). La utilizacion del compuesto generador, X (glutamato para N,
crassa), produciria un aumento del poder reductor que, a su vez,
reduciria glutationa y/u otros compuestos tidlicos, R, que podrian
ser proteinas especificas.
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Se ha propuesto para el catabolismo germinativo del
glutamato, un rol de generacién de poder reductor (Figura 5B). Esto
altimo, podria reducir los grupos sulfidrilo de proteinas, llevando a
la activacion de enzimas criticas (Schmidt y Brody, 1975; Brody,
1981). Este esquema podria extenderse a otras esporas, en donde,
polialcoholes y otros aminoacidos como prolina tendrian la funcion
generadora de NAD(P)H (Brody, 1981).

Los aminoacidos glutama:to y glutamina se éncuentran
generalmente como fuentes de nitrégeno que son ,asimiladas
preferentemente (Mora, 1991; Marzluf, 1981). Interes:antemente,
estos aminoacidos se encuentran acumulados en altas
concentraciones en esporas que germinan rapidamente (3-4 horas)
como N, crassa (Schmidt y Brody, 1975) y D. discoideum (Klein y
cols., 1990).

Glutamina es considerada como el producto final de la
asimilacion de compuestos nitrogenados, por lo qu:e indicaria
intracelularmente el estatus nitrogenado extracelular (Mora, 1991;
Marzluf, 1981). En N. crassa, glutamina y glutamato forman parte de
un ciclo al cual se le ha atribuido el rol de disipar ei exceso de
energia producida por los procesos catabolicos (Mora, 1991). En
efecto, como se muestra en la Figura 6, la sintesis de glutamina y
glutamato consumiria NADPH y ATP, los cuales al producirse en

exceso podrian detener el flujo de compuestos carbonados y por

ende el metabolismo celular. Asi, el funcionamiento de este ciclo
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Figura 6. Esquema propuesto para el metabolismo del nitroégeno en
N. crassa (Mora, 1991). Abreviaturas : glu, glutamato; gln,
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glutamato deshidrogenasa dependiente de NADP; GOGAT,
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mantendria un adecuado flujo y distribucién de compuestos

carbonados y nitrogenados segin las demandas celulares.

Ademads, se le ha asignado a glutamina el rol de efector
metabolico del sistema de represion catabdlica por nitrégeno tanto
en A. nidulans como en N. crassa (Marzluf, 1981). La disminucidén
del nitrégeno disponible extracelular produciria una disminucion
del contenido intracelular de glutamina. Esto permitiria la accion de
la proteina involucrada en activar la expresion de genes regulados
por nitrégeno (NIT2 y ARE A para N. crassa Yy A. nidulans,

respectivamente).

1.8.3. Germinacién en Trichoderma.

La mayoria de los trabajos se han realizado en Trichoderma
viride, Las esporas de esta especie requeririan de fuentes tanto de
carbono como de nitrégeno para la germinacion. El nitrogeno
orgdnico aparece como el principal requerimiento y mejor condicién
nutricional para la germinacién (Jackson y cols., 1991; Davey y
Danielson, 1973).

El tubo germinativo se aprecia en un 95% de las esporas
después de 12 h de incubacion (Rosen y cols, 1974). Este lapso de
tiempo es 3 veces mds largo que el requerido para la germinacion de
otros hongos, tales como N. crassa (Bonen y Brambl, 198T3). En este

proceso no participarian autoinhibidores ni autoactivadores (Rosen y

cols, 1974).
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En esporas de T. harzianum producidas en medios liquidos con
actividad de agua modificada, se han encontrado nivekFS de 0.05%
de sorbitol y cantidades atin menores de trehalosa (Jin y Fols., 1991).
Se desconoce que otro tipo de compuestos end(’)gen;os podrian

almacenar las esporas de Trichoderma vy cual podria ser|su funcion.

!

1.9. Presentacién del trabajo.-

Para que las esporas de T. harzianum actuen efi(:zientemente
como agentes de biocontrol, estas deben adherir%e y luego
germinar. Como lo muestran los antecedentes pres:entados, el
comportamiento de las esporas dependera de las interac?iones entre
factores externos, exdgenos o ambientales con aquellos enddgenos
constitutivos de las mismas. Estos altimos, sin embargé), seran los
responsables del tipo de respuesta que se establezca fren;te al medio

ambiente. |
}

F

1.9.1. Objetivo general.

El objetivo general de esta tesis en determinar propiedades
las esporas de Trichoderma harzianum ‘relevantes para fines de
biocontrol, contribuyendo a la elucidacién de 101'8 factores

involucrados con la adhesién a superficies hidrofobicas y la

modalidad para desencadenar el proceso germinativo,
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1.9.2. Hipdtesis del trabajo.
Por ser Trichoderma un hongo de suelo, la esporulacion sobre

tejido aéreo -esporas "aéreas"- representa la modalidad seleccionada
en la naturaleza en donde se formarian aquellos factores que le
otorgan a la espora la constitucion 6ptima para cumplir su funcién.
Por lo tanto, las esporas aéreas poseerian mejores caracteristicas en
cuanto a resistencia, dispersién y adhesion. Para lo ultimo, se podria
relacionar con la presencia de hidrofobinas en las esporas. Sin
embargo, estas esporas no estarian preparadas para una rapida
germinacién debido a que no poseerian un alto nivel de aminoacidos

almacenados.

1.9.3. Objetivos especificos.

1. Determinar Ia evolucién de los cambios morfolégicos durante la
1

conidiogénesis aérea de T. harzianum.

1

2. Comparar las esporas aéreas con aquellas producidas en cultivos
|
liquidos en cuanto a su resistencia a condiciones adversas y

comportamiento hidrofébico.

3. Identificar la presencia de proteinas tipo hidrofobinas en T.

harzianum, especificamente en las esporas aéreas.

4. Determinar las condiciones 6ptimas para la germinacion de las

esporas aéreas.
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5. Analizar los cambios morfolégicos v metabdlicos d|esarr011ados

durante la germinacién determinando aquellos mas teimpranos.

|
{

6. Evaluar el establecimiento vy desarrollo del meta%lbolismo de
compuestos nitrogenados durante la germinacion. |

|

. -
7. Evaluar el efecto de las condiciones nutricionales exdgenas sobre
i

|
1
l

la activacién del evento germinativo mas temprano.

i o e b s et b e by e

- e it e e e e
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2. MATERIALES Y METODQOS

2.1. Reactivos quimicos. |
s . | .

A menos que se indique lo contrario, todos los reactivos

utilizados fueron grado pro-analisis. En casos relevantes,|se indica la

marca. |

2.2. Microorganismos. l

Como modelo de estudio se utilizé la cepa P1 de T:‘richoderma
harzianum. Esta cepa fue gentilmente donada por el Dr A{rne Trosmo
(Agricultural University of Norway) y presenta actividad antagoénica
contra Botrytis cinerea (Tronsmo, 1991). La cepa fuetmantenida
como esporas, preservadas en silica gel (Davis y Serres, 1970) y fue
subcultivada periodicamente en el medio AMLI (deifinido mas

adelante).

En algunos experimentos se utilizé la cepa QM 9414 de

Trichoderma reesei, gentilmente proporcionada por la|Dra. Merja

Penttild (Biotechnology and Food Reseaféh, VTT, Pinlqndia). Esta

cepa fue mantenida en PDA (definido mas adelante).
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2.3. Medios de culitivo.

2.3.1. Medio para producir esporas aéreas.

Se utilizaron placas de Petri con el medio AMLI, .cuya
composicidn es: agar 1.5 %, extracto de malta 2%, extracto de
levadura 0.2% y 0.1% del detergente Igepal CO-600 (Alltech
Associates, Deerfield, IL, USA). Este medio pero sin el detergente
(AML) se utilzé para obtener micelio aéreo vegetativo (no

esporulante) de T. harzianum.

Para el caso especifico de T. reesei, se utilizaron placas de Petri
con el medio agar-papa-dextrosa (PDA, HiMedia®). Este medio se
utilizé, ademas, para los experimentos de fotoinduccién de la

esporulacién en T. harzianum.

2.3.2. Medio para producir esporas sumergidas.

Se utilizé un medio liquido de esporulaciéon (MLE) cuya
composicién en gramos por litro es: Extracto de malta 12.2 g, KNO3
10 g, KzHPO4-2H20 5 g, MgS04-7H0 2.5 g. El pH del medio se ajusto,
a 5.0 con NaOH. Después de esterilizar_ el medio se agregaron
esterilmente: 1 mL de Tiamina 0.1% (Mercf(), 2 mL de Triptona 20%

(Gibco-BRL) y 1 mL de Solucién Mineral I. La composicién, en

miligramos por litro, de la Solucidén Mineral I es: FeClz-6H20 33.3 mg,
CaCl2-6H20 2 mg, MnSQ4-H20 1.6 mgy ZnSO4-7H70 1.4 mg.
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2.3.3. Medio de germinacién (MG).

Este contenia glucosa 1% como fuente de carbono, KzHPO4
0.1%, MgS0O4-7H20 0.5%, KCl 0.2% y 10 mL por litro de la Solucion
Mineral II. La fuente de nitrégeno fue variable y correspondia a 20
mM, excepto cuando se utilizd peptona, la que se agreg6 0.5%. La
Solucién Mineral II estaba compuesta, en gramos por litro, por :
FeSO47H20 0.2 g, ZnS04-7H20 0.2 g, CaCl2-2H70 0.1 g, CuSO4-5H;0
0.02 g, CoClz-6H20 0.02 g, NaB407-10H20 0.02 g, NazMo04-2H20 0.02
g, MnSO4H20 0.02 g y NaqEDTA-H20 0.6 g.

Usualmente, el medio fue ajustado a pH 4.0 con HCI 2N.
Cuando se requirié modificarlo se incluyé en el medio
amortiguador fosfato de sodio 100 mM, ajustado al valor de pH

requerido.

Para modificar la actividad de agua del medio se adicioné
glicerol a diferentes concentraciones, segun se ha descrito
previamente (Gervais y cols., 1984). Este compuestc no es

asimilable por T. harzianum como fuente de carbono.

2.4. Condiciones de cultivo.

A menos que se mencione lo contrario todos los cultivos se

incubaron a una temperatura de 28°C.
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Para las incubaciones de medio liquido (producc1org de esporas

sumergidas y germinacién) se utilizaron matraces de |Erlenmayer

con hasta 1/4 de su volumen con medio de cultivo. LPS matraces
fueron incubados en un agitador orbital (Lab-Line Iﬁstruments,

|
Melrose Park, IL, USA) a 200 rpm. |
\
|

Para experimentos cinéticos de germinacion, que requerian

grandes volumenes de muestra, se utilizé un fermel}tador New

Brunswick (modelo BioFlo Iic) equipado con un vaso de 2.5 L de

capacidad. La agitacién fue de 300 rpm y la aereacioén de|0.5 L/min.

|
. < e 2 |
Para la fotoinduccion se utilizé una ampolleta de lqz blanca de

100 W dispuesta a 50 cm sobre las placas. Para el caso de T.

harzianum, las placas se cultivaron 48 h en oscuridad q.ntes de ser
|

expuestas a la luz, por periodos de hasta 1 h, para ser rFtornadas a

la oscuridad por 24 h mas. Con T. reesei, en cambio, la iluminacion se

mantuvo durante todo el periédo de cultivo.

2.5. Obtencion de esporas.

2.5.1. Obtencién de esporas aéreas de T. harzianum. i

Se cultivo el hongo en placas de Petri con el medio AMLI, las

que fueron inoculadas centralmente. Después de 15 a 20 dias de
incubacidn, las esporas se colectan de los anillos con ayuda de un

|

asa estéril.

|
;
|
!
|
!
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2.5.2. Obtencion de esporas aéreas de T. reesej.

Se inoculan placas de Petri, conteniendo el medio PDA, en
forma similar al punto anterior. Después de 7 dias de incubacién,
bajo continua iluminacidn, el agar se deshidrata mediante
liofilizacidn. Las esporas se colectan facilmente desde la superficie

del agar seco.

2.5.3. Obtencion de esporas sumergidas de T. harzianum.

Se inocularon los matraces con una suspension de esporas
aéreas a una concentracién final de 2x100 esporas/mL. Esta
suspensién se prepar6é en agua destilada estéril, utilizando un
homogenizador de vidrio con vastago de teflén. Los matraces se
incubaron por el tiempo que se requiriera, normaimente 96 h. Las
esporas producidas se separaron del micelio residual mediante
filtracién, bajo condiciones estériles, a través de lana de vidrio
compactada en una jeringa. El filtrado se centrifugd a 10000 x g
por 10 min, descartando el liquido sobrenadante y el residuo de
esporas se resuspendié en 1 mL de agua destilada esteril. Esta
suspension se transfirid a un tubo de eppendorf y se centrifugd a

12000 x g por 3 min, obteniendo el residuc final.

2.5.4. Obtencién de esporas germinadas de T. harzianum.

Se hacen germinar las esporas en el medio MG {punto 2.3.3) el
cual se modifica segiin los estudios requieran. Como indculo se

utiliza una suspensidén de esporas, preparadas como en el punto

precedente. Generalmente, antes de inocular los matraces se hace
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pasar el indculo a través de una jeringa provista de lana de vidrio
para eliminar el micelio residual. Las esporas asi tratadas se incuban
bajo las condiciones que el experimento requiera. Las muestras se
colectan mediante filtracién sobre filtros de nitrocelulosél de 1.2 um
de diamento (Sartorius), lavados con agua fria y traspag:las a tubos
de eppendorf. Alternativamente, los filtros se congelan a-20°Cy se
liofilizan para colectar, luego, las esporas al raspar el filtro con una

espatula.
;

2.6. Obtencion de micelio aéreo vegetativo y esporulante
de T. harzianum.

Para obtener micelio aéreo vegetativo (no esporulante) el
hongo se cultivd en placas de Petri que contenian el medio AML. En
cada placa se colocé un disco de papel filtro Whatman N°1, estéril. En
el centro del papel se coloco una gota de una suspension de esporas
(preparada segin punto 2.5.3), incubando las placas por 5 dias. Al
término de esta incubacion el papel junto con la biomasa fueron

congelados a -70°C, para someterlo a extraccion de proteinas o RNA.

Para obtener micelio aéreo esporula::nte, se procedi6 tal como
se detall6 en el parrafo precedente, solo que a los 5 dias el filtro de
papel fue transferido a placas con AMLI. Después’' de 24 de
incubacion, la biomasa se encuentra diferenciada bajo los primeros

estados de la esporulacién. El filtro es retirado y congelado a - 70°C.

i
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2.7. Determinacion del indice de germinacién y captacién

del colorante azul de lactofenol.

Una alicuota de 200 pL de la muestra se mezcla en un tubo de
eppendorf con igual volumen de colorante azul de lactofenol (Cotton
blue [Aldrich] 0.05 g, fenol 20 g, ac. lactico 20 ml, glicerol 40 mL y
20 mL de agua destilada). Se incuban 5 min a temperatura
ambiente, se centrifuga por 5 min a 12000 x g . El residuo de
esporas se lava dos veces con agua destilada, por centrifugacion,
resuspendendiendo las esporas finalmente en 200 pL de agua y se
observan al microscopio Optico para realizar los recuentos de

esporas germinadas y aquellas que captan colorante.

Se considerd germinada a la espora que presentd el tubo
germinativo, mientras que una coloracién azul oscura del citoplasma
de la espora, indica que esta captd el colorante. Usualmente, se
contaron 400 células en total con las cuales se determind el

porcentage respectivo.

2.8. Determinacién del consumo de o;cigeno.

Esta determinacién se realizd polarograficamente (Brambl,
1975}. Se utilizd un electrédo de oxigeno conectado a un Biological
Oxygen Monitor (Modelo 5300, Yellow Springs Instruments Co.,
Yellow Springs, Ohio, USA) el cual se calibré con agua saturada con
aire a 30°C. Se colocaron muestras de 3 ml de suspensiones de

esporas en la camara del electrodo. La caida del oxigeno disuelto
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fue monitoreada, durante 10 min, y registrada en un inscriptor Cole
Parmer acondicionado de modo que 100 mV correspondian a la
defleccién maxima de la escala. Se calculd la tasa de consumo de

oxigeno desde la pendiente lineal inscrita.

2.9. Determinaciéon de la captaciéon e incorporaciéon de
leucina radioactiva.

Muestras de 10 mlL. de esporas, colectadas esterilmente bajo
diferentes condiciones de germinacion, se traspasaron a matraces de
100 ml que contenian 0.25 pCi de [CM]leucina uniformemente
marcada (Amersham, 11.7 GBg/mmol). Los matraces se incubaron
15 min bajo las mismas condiciones en que inicialmente se
encontraban las muestras de esporas. Cuando se utilizé

cicloheximida, las muestras se preincubaron 15 min con este

compuesto (20 pg/mL) antes de someterlas al pulso radioactivo
(Brambl y Van Etten, 1970). Los pulsos se detuvieron diluyendo la
marca con 2 mL de leucina 10 mM y transfiriendo los matraces

inmediatamente a un bafio de agua/hielo (0°C).

Para determinar los niveles de incorporacién, las muestras
fueron luego precipitadas con 1 mL de TCA 70% y se dejaron a 0°C
durante una hora. Después se filtraron cuantitativamente a través
de filtros de lana de vidrio (GC50, 25 mm de diametro, MFS). Estos

fueron lavados sucesivamente con soluciones frias de TCA 5% ,

agua, etanol 70% y secados.
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Para determinar los niveles de captacidén total del precursor,
las muestras fueron filtradas, rapidamente, una vez detenido el
pulso. Los filtros se lavaron con solucién fria de leucina 2 mM y

secadaos.

Una vez secos, los filtros se trasfirieron a viales con 7 mL de
liquido de conteo para centelleo (Aquasol® NEM® Research
Products, DUPONT) y contadas en un contador dg centelleo
Beckman. Para fines de calculo, se desconté los valores de captacién
e incorporacién de las esporas recien incubadas (tiempo cero) al

resto de las muestras.

2.10. Analisis mediante técnicas de microscopia electrénica.
¥

2.10.1. Colecta v fijacién de muestras. }
Las muestras de esporas provenientes de medios liquidos,

tanto de produccién como de germinacién, fueron colectadas y
transferidas finalmente a tubos de eppendorff mediante
centrifugacién por 1 min. 'Poster'iormepte, las muestras fueron
fijadas al menos 12 h a 4°C antes-de ser ﬁfocesadas. Como solucidén
de fijacion se utilizd glutaraldehido 3% en amortiguador cacodilato
de sodio 200 mM, pH 7.4. "




40

2.10.2. Analisis por microscopia de barrido.

Las muestras fijadas fueron traspasadas, con pipetas Pasteur, a
pequeifias bolsas de papel filtro corriente y deshidratadas en bateria
creciente de acetona. Luego se secaron a punto critico en una unidad
Sorvall CPDS STD. El material asi secado, fue espolvoreado sobre
portamuestras de bronce de 10 mm de diametro y me‘éaladas con
oro y paladio durante 3 min en una unidad Pelco 91000 SEM Sputter
(Porter y Cols, 1972).

Las observaciones y micrografias fueron realizadas con un
microscopio electrénico de barrido JEOL JSM-25-S11, operando a 25

KV en el modo de los electrones secundarios.

2.10.3. Analisis por microscopia de transmision.

El material fijado fue sometido a postfijacion con téatroxido de
osmio al 1% (p/v). Luego se deshidrataron en tr)ateria de
concentracién creciente de acetona e incluidas con Eporf 812 (Luft,
1961). Se prepararon cortes finos (20 a 150 nm de espesor) en un
ultramicrotomo (Porter-blum MT2B, Sorva_ll) equipado cén cuchillos
de diamante. Los cortes se tomaron en griilas de cobre de 300 mesh
sin film y se sometieron a doble contrastado con acetatoj de uranilo

seguido de citrato de plomo (Reynolds, 1963).

i

Las observaciones y micrografias se realizaron en un

microscopio de transmision Philips EM-300 operado a 80 KV.

t

+
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2.10.4. Técnica de replicas mediante sombreado.
Se utilizé esta metdédica para analizar la presencia de

estructuras especificas en la superficie de las espora, tal como los
denominados "rodlets" (Cole and Pope, 1981). Se dispersaron
muestras de esporas en pequefias piezas de mica, las cuales fueron
sombreadas con carbono y platino a 45° en un evaporador al vacio
Varian PS-10E. Para limpiar las muestras y desprender las replicas
de Ia mica, estas fueron colocadas en 50% de acido crérrilico a 50°C.
Las replicas fueron lavadas con agua bidestilada, cuidadosamente,
usando un asa de platino transfiriéndolas varias veces a liquido
fresco. Luego se montaron en grillas con film y se examiinaron por

microscopia de transmisién como se describe en el punto anterior.

2.11. Determinacién de aminoacidos.

2.11.1. Bxtraccién de las muestras. 1

Se homogenizaron muestras liofilizadas de 10 mg de esporas
en mortero de porcelana con ayuda de vidrio n‘;olido. El
homogeneizado fue extraido dos veces con etanol 80% en un baifio
de agua a ebullicién durante 10 min (ﬁummlet y Mora, 1980).
Mediante centrifugacién se obtuvo un extracto etanolico que, luego,
se concentré hasta sequedad, al vacio y a 40°C, en un rotavapor
(Biichi). E1 éxtracto seco se resuspendio en 2 mL de agua fbidestilada
y se elimind la turbidez mediante microfiltracion usando filtros de

0.22 pm (GV, 2.5 cm de diametro, Millipore). !

i




2.11.2. Obtencidn de la fraccién aminoacidica.

Para esto, las muestras obtenidas en el punto anterior se
sometieron a cromatografia de intércambio iénico (Fen y Kirk, 1981).
Se utilizaron columnas, montadas en jeringas de 5 m’L, las que
contenian alrededor de 3 mL en volumen de resina Dowex SO0W-
X8 (200-400 mesh, forma protonada, Sigma). La columna se
equilibré con agua y una vez pasada la muestra, se eluy6 dos veces
con 3 mL de soluciéon de NH40OH 2N. Este eluido fuei secado en
rotavapor como en punto precedente y luego, resuspendido en 300
uL de etanol 80%. :

2.11.3. Determinacién de aminoacidos mediante HPLC.
Se utiliz6 basicamente el sistema cromatografico PicoeTag® de
Waters, siguiendo las recomendaciones del manofacturador para el

analisis de hidrolizados de proteinas conteniendo Asn, Gln y Trp
(Coheny cols., 1989). Se derivatizan 30 uplL de la fraccién obtenida

en el punto anterior con fenilisotiacianato en la PicoeTag Work

Station. La muestra derivatizada se resuspendidé en 200 plL del
diluyente de muestra (95% dé NapHPO4 5 mM pH 7.4 y 5% de
acetonitrilo) analizando, luego, 5 uL. medieihte cromatografia de fase
reversa. Para esto, se ocupd un cromatografo Waters modelo 600E
equipado con la columna PicoeTag para aminoacidos libres (Nova
Pak C18, 3.9x300 mm, Waters). La fase mobil consiétié en dos
eluyuntes, A y B, con los cuales se form6 un gradiente con

incrementos de B a 46 °C y con flujos variables, tal como

recomienda Waters para el tipo de muestra, El eluyente A consistié
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de una mezcla de 940 mL de acetato de sodio 140 mM pH 6.4,
conteniendo 0.05% de trietilamina, con 60 mL de acetonitrilo. El
eluyente B estaba compuesto por 60% de acetonitrilo y 40% de agua.
Los compuestos derivatizados fueron monitoreados en un detector
Water 480 a 253 nm y las seifiales integradas usando un

Chromatopac C-R6A (Shimadzu).

Para determinar los rendiminentos de extraccién en cada
muestra, se adiciond hidroxiprolina (Sigma) en el momento de la

homogenizacion. Los rendimientos estuvieron siempre sobre el 80%.

2.12. Analisis de trehalosa.

Las muestras fueron extraidas tal como se describio en el
punto 2.11.1, excepto que se utilizd0 agua como solvente de
extraccion. El extracto aquoso se clarificé mediante centrifugacion y
fue tratado similarmente a lo descrito en el punto 8.2, pero ademas
se pasO por una resina Dowex 1-X8 (200-400 mesh, forma de

cloruro, Sigma). El liquido obtenido se concentrd a sequedad en

rotavapor y se resuspendio en 300 pL de H2804 5 mM.

La determinacion de trehalosa se realizd cromatograficamente
en un cromatégrafo Merk-Hitachi modelo L-6200 provisto de una
columna de exclusién ionica HPX-87H de 7.8x300 mm (Aminex®,
Biorad). La fase mébil fue 5 mM de H»SO4 a un flujo de 0.5 mL/min

y 60°C. Los compuestos eluidos se monitorearon con un detector de
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indice de refraccién (IRD-6A, Shimadzu) y las sefiales integradas con

un Chromatopac C-R6A (Shimadzu).

Para determinar los rendiminentos de extraccion en cada
muestra, se adiciond eritritol (Merck) en el momento de la

homogenizacién. Los rendimientos estuvieron siempre sobre el 80%.

2.13. Ensayos de actividades enzimaticas.

2.13.1. Obtencion de extractos enzimaticos crudos.

Usualmente alrededor de 100 mg de esporas liofilizadas fueron
homogenizadas en mortero con vidrio molido y en presencia de hielo
seco. El polvo obtenido se traspasé a un tubo de centrifuga y se
adicioné 2 ml de amortiguador de extraccion (Tris-HCI 100 mM pH
7.4;MgClz 5 mM; glicerol 109%, EDTA 5 mM; p-mercaptoetanol 5 mM
y PMSF 1 mM). Después de 1 hora de reposo, a 0°C, se centrifugd
durante 30 min a 10000 x g. El liquido sobrenadante se utilizé como

extracto de enzimatico, el que se guardé alicuotado a -20°C.

2.13.2. Determinacion de actividad glﬁtamina sintetasa (GS: EC
6.3.1.2).

GS fue evaluada a través de su actividad de sintetasa mediante
el ensayo de formacion de hidroxamato (Rowe y cols., 1970). La
mezcla de reaccién contenia Tris-HCl 50 mM pH 7.4; glutamato de
sodio 50 mM; hidroxilamina 25 mM; EDTA 2 mM; MgSO4 20 mM; -

mercaptoetanol 5 mM y ATP 10 mM. El volumen final de reaccién
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fue de 500 uLy se comenzd con la adicién de un volumen adecuado
del extracto enzimatico. La reacciéon se detuvo, después de 20 min
a 30°C, con 500 pL de una solucién de FeCl3 0.37 M, TCA 0.2 M y HCl
0.67 M. Después de 15 min en reposo, a temperatura ambiente, las
muestras se centrifugaron y se leyé a 510 nm la absorbancia de los

sobrenadantes.

Se calcularon los nmoles de y-glutamilhidroxamato, producidos
en el ensayo, usando una curva de calibracién preparada con y-
glutamilhidroxamato (Sigma) en forma similar al ensayo. La
actividad especifica de la enzima se expresa como miliunidades por
miligramo de proteina. Una unidad se definié como la cantidad de

enzima que cataliza la produccién de 1 pmol de -

glutamilhidroxamato por min a 30°C.

2.13.3. Déterminacion de la actividad de glutamato deshidrogenasa
dependiente de NADP (GDH; EC 1.4.1.4).

Esta actividad se evalud a través de la oxidacion de NADPH a
340 nm (Stewart y Moore, 1974). La mezcla de reaccién contenia
amortiguador fosfato de sodio 100 mM pH 7.4; a-cetoglutarato 10
mM, NH4Cl 10 mM y NADPH 0.12 mM. A excepcién del altimo
componente, la mezcla de reaccidén se incub6 a 30 °C al menos
durante 10 min La reaccidon se inicié con la adicién de NADPH junto
con un volumen adecuado del extracto enzimatico. El consumo de
NADPH se monitore6 durante 200 seg en un espectrofotometro

Shimadzu UV-160, usando el modo cinético.

1]
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La actividad especifica se expresa como el cambio en la
absorbancia a 340 nm por minuto y por miligramo de proteina en el

ensayo (Fincham, 1950).

2.12.4. Determinacién de actividad glutamato sintasa dependiente
de NADH (GOGAT:EC 1.4.7.1).

Tal actividad se evalué a través de la oxidacién de NADH a 340
nm (Boland y Benny, 1971). La mezcla de reaccidon contenia
amortiguador fosfato de sodio 100 mM pH 7.4; a-cetoglutarato 10
mM; glutamina 10 mM; g-mercaptoetanol 1% y NADH 0.1 mM. A
excepcion del Gltimo componente, la mezcla de reaccion se incubd a
30 °C al menos durante 10 min antes de iniciaria. Para esto altimo,
se adicioné NADH junto con un volumen adecuado del extracto
enzimatico. El consumo de NADH se monitored durante 200 seg en

un espectrofotometro Shimadzu UV-160, usando el modo cinético.

La actividad especifica se expresa como el cambio en la
absorbancia a 340 nm por minuto y por miligramo de proteina en el

ensayo.

2.14. Analisis de propiedades funcionales de las esporas.

2.14.1. Evaluacién de la longevidad.
La longevidad de las esporas se evalué a través de la

resistencia de estas al almacenamiento. En este ensayo se compara la

viabilidad de las esporas al momento de ser cosechadas con
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respecto a la que presentan después de 7 0 45 dias de
almacenamiento a 25°C y 75% de humedad (Agosin y cols., 1995). La
viabilidad se determind como la razén porcentual entre la cantidad
de las esporas viables con respecto al total presente en cada
muestra. Las esporas totales se cuantificaron directamente mediante
recuento en una camara de Petroff-Hausser. Las esporas viables se
determinaron como las unidades formadoras de colonias (ufc)
obtenidas al plaquear las muestras en placas de Petri con el medio
AMLI.

2.14.2. Resistencia a la radiacion ultravioleta (U V).

Las muestras de esporas se suspendieron en agua, segin se
describio en el punto 3.3, ajustando luego su concentracion a 1x107
esporas/mL. Una alicuota de 5 mL de ésta suspension se transfiri6 a
una placa de Petri (10 cm de diametro) y se irradio con una lJampara
de luz ultravioleta (Mineralight®, CA, USA) colocada a 21 cm de
altura sobre la placa. Durante la irradiacién la placa fue agitada
suavemente colectandose muestras a determinados tiempos. Estas
muestras se plaquearon en placas de AMLI para determinar las ufc.
La dosis letal 50% se determind, .grafical';lente, como el tiempo en

que la poblacién irradiada disminuy¢ a la mitad.

2.14.3. Ensayo de hidrofobicidad de las esporas.

Las muestras de esporas, liofilizadas, se dejan caer dentro de
un tubo de ensayo con agua. Se observa, luego, Ia capacidad de las

esporas de repeler el agua y flotar en la interface liquido/aire
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(muestra hidréfoba) o bien hidratarse y caer al fondo del tubo

(muestra hidrofilica).

2.15. Extracciéon de proteinas asociadas a la pared de las
esporas aéreas.

Se colocaron en tubos de eppendorif alrededor de 12 mg de
esporas liofilizadas (que ocupan un volumen de 100 pl). Las
extracciones se realizaron dos veces con 500 ul de solvente cada
vez. Cada extraccién se realizé mediante 3 ciclos de un 1 min de
agitacion en un vortex, con 1 min de reposo en hielo cada vez. En
cada extraccidén, se obtuvo el liquido sobrenadante mediante 5
minutos de centrifugaciobn a 12000 x g Se juntaron los
sobrenadantes y se llevaron a sequedad por centrifugacién al vacio
(Savant) o bien por liofilizacién. En algunas oportunidades, se midio

la cantidad de proteinas extraidas antes de secar,

Cuando el solvente fue acido trifluoraacetico (TFA) 100%, la

extraccion se realizdé solo una vez con 500 uL. El liquido
sobrenadante se llevd a sequedad bajo una corriente de nitrégeno

en una campana de extraccion.

Cuando se utilizé SDS, la extraccidén se realizé una vez conl mL
de una solucion de SDS al 1% que estaba a ebullicién en un bafio de
agua. Se agitd brevemente, en vortex, y se dejé enfriar a

temperatura ambiente, agitando nuevamente una vez frio. la
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muestras se centrifugaron y los sobrenadantes se dejaron

precipitando toda la noche a 0°C con 7% de TCA final.

Los residuos de cada extraccién se resuspendieron en 120 ul
de LSB (Laemli's sample buffer; Laemli, 1970) y se sometieron a 5
min de ebullicién en un bafio de agua. Una vez frios se centrifugaron

por 5 min. El sobrenadante fue utilizado en los analisis siguientes.

2.16. Extraccion de las proteinas presentes en los medios
de cultivo liquidos.

Una muestra de 40 mL de medio cultivo fue procesado segin
el punto 2.5.3, excepto que la centrifugacion fue a 20000 x g. El
sobrenadante obtenido fue precipitado toda la noche a 0°C con 7% de
TCA. Las proteinas precipitadas se colectaron mediante
centrifugacién’(30 min a 20000g y 4°C) y se resuspendieron en 200

ul. de LSB. Estas muestras se sometieron a ebullicidbn como se

describi6 en el punto anterior.

2.17. Extraccién de proteinas de micelic aereo no

esporulante.

La muestras de micelio aéreo, obtenidas segin el punto 2.6, se
liofilizaron y luego se homogenizaron en mortero con nitrogeno
liquido. El polvo obtenido se traspasé a un tubo de eppendorf (que

ocupd un volumen de 100 pl) y se resuspendido en 1 mL de
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amortiguador B (Tris-HCI 100 mM pH 7.5, SDS 2 %, NaN3 0,02 % y1
mM PMSF). Se agité en un vortex, se dejé reposar 30 min a
temperatura ambiente y se volvié a agitar. Esta extraccion se repitio
dos veces. El micelio asi extraido fue sometido, después, a una
extraccién con SDS 1% caliente. El micelio remanente fue lavado dos
veces con agua destilada, mediante centrifugacion, para eliminar el
detergente. Finalmente, el micelio fue sometido a una extraccion con
TFA 100%. Las extracciones con SDS y TFA se realizaron segun se

describe en el punto 2.15.

Alternativamente el micelio homogenizado fue extraido
directamente con etanol 60 % o con una mezcla de acetonitrilo y

TEA, 20 % v 0.1%, respectivamente (ACN/TFA).

2.18. Analisis electroforéticos de proteinas bajo

condiciones desnaturantes (SDS-PAGE).
Se sembraron 30 pl. de muestra en un gel de poliacrilamida

en presencia de 0.1% SDS (Laemli, 1970). Se utilizaron minigeles en
placas (10x10x0.15 cm), preparados con un gel concentrador al 4.5%
de poliacrilamida, mientras que para la separacion se empled uno al
18%. La electroforesis se realizd, a corriente constante y temperatura
ambiente, a 12 mA durante la concentracién y 24 mA durante la
separacion. La corrida se detuvo 10 min desi)ués que el colorante,

del frente de migracién, habia salido del gel separador.
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Después de la electroforésis, las proteinas fueron fijadas por
15 min en isopropanol 50% y TCA 10%. Luego fueron tefiidas por 1h
en isopropanol 25%, TCA 10% y 0.1% de azul de Coomassie R-250. El

gel se destifiié mediante lavados suscesivos con acido acético 7% y

10 % de metanol.

2.19. Detecciéon de proteinas mediante la técnica de

Western.
Una vez que las proteinas fueron separadas en la

electroforesis, éstas fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa (MFS) usando el equipo Transblot (BiocRad) a 300 mA
por 3 h. Una vez transferidas, las proteinas fueron tefiidas en la
membrana con una solucion del colorante Ponceau S 0.2% en TCA 3%,
para verificar tanto la transferencia comb para ubicar la posicién de
los marcadores de masa molecular. Luego, la membrana fue
incubada con BSA al 3% en amortiguador TBST (Tris-HCI 10 mM pH
7.4, NaCl 150 mM y Tween 20 0.05%) para bloquear los sitios de

unioén inespecificas.

Posteriormente, la membrana fue incubada durante 1 h con el
anticuerpo policlonal preparado en conejo contra la hidrofobina
HFB1 de T. reesei (gentilmente proporcionado por la Dra. Merja '
Penttild, Biotechnology and Food Research, VTT, Finlandia), diluido
1/3000 en TBST. La membrana se lavo tres veces por 10 min con

TBST y se agregé el segundo anticuerpo anti-IgG de conejo,
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preparado en cabra (BioRad) y conjugado con fosfatasa alcalina,
diluido 1/1000 en TBST. Luego de una incubacién de 30 min ia

membrana se volvid a lavar con TBST 3 veces por 10 min.

Las bandas de protefna que reaccionaron con los anticuerpos
fueron reveladas con el método de desarrollo de color de Promega.
Este contenia NBT (azul de nitrotetrazolio) y BCIP (5-bromo-4-
cloro-3-indolilfosfato) en Tris-HCl 100 mM pH 9.5, NaCl 100 mM y
MgClIz 5 mM.

2.20. Cuantificacién de proteinas.
Las proteinas solubles fueron determinadas usando una
modificacion del método de Lowry (Tan y cols., 1984). Se utilizd

BSA (Sigma, fraccién V) como estandar de calibracion del método.

2.21. Analisis de acidos nucleicos de T. harzianum.
2.21.1. Analisis de DNA. | _
2.21.1.a. Purificacion de DNA genémico.

Se cultivé el hongo por 24 h en medio malta levadura (MML,
extracto de malta 2%, extracto de levadura 0.2%). El micelio fue
cosechado mediante filtracion sobre lana de vidrio, lavado con agua

estéril, congelado a -70°C y finalmente liofilizado.
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La purificacién del DNA gendémico se realizé segin
describieron Bainbridge y cols. (1990). Para esto, el micelio
liofilizado se homogenizd en mortero de porcelana con nitrégeno
liquido. El polvo obtenido se resuspendid en la solucidon de lisis
(Tris-HC1 10 mM pH 8, EDTA 250 mM pHS8, proteinasa K 250 pg/mL
y Triton X-100 0.5 %). Esta suspension se incubd toda la noche a
37°C, con agitacién suave. Posteriormente se realizarOn extracciones
con fenol-cloroformo y tratamientos con RNAsa. Finalmente, el DNa
se precipité con 0.54 volimenes de isopropanol y se extrajo con una
pipeta Pasteur estéril. El DNA se lavd con etanol 70% frio, se secd
mediante centrifugaciéon al vacio y se resuspendioé en un volamen
adecuado de TE (Tris-HCI 10 mM pH 8.0 y EDTA 1 mM pH 8.0)

durante una noche.

2.21.1.b. Cuantificacion del DNA.

Para determinar el tamafio, cantidad y la integridad del DNA
tanto gendémico como plasmidial y fragmentos, este fue analizado
electroforeticamente en geles de agarosa con amortiguador TBE
(Tris 44.5 mM, acido borico 44.5 mM y EDTA 1 mM pH 8.0), segiin se
describe en Sambrook y cols (198‘9).:: La bandas de DNA se

visualizaron mediante tincidén con bromuro de etidio.

El DNA gen6mico, ademas, fue cuantificado mediante la
absorbancia a 260 nm y su pureza mediante la relacién de las

absorbancias a 260 y 280 nm (Sambrook y cols., 1989).
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2.21.1.c. Analisis mediante la técnica de Southern.

Alicuotas de DNA genémico que contenian 2 pg de DNA fueron
incubados con 20 unidades de las enzimas de restricciéon en un
volumen fil}al de 30 pL. La reaccién se detuvo con 7.5 pL del
amortiguador de carga cinco veces concentrado (Sambrook y cols.,
1989). El DNA digerido fue fraccionado mediante electroforésis en
agarosa al 0.8% con TBE, tal como se describe en el punto
precedente. Luego, el DNA se transfirié capilarmente a membranas
de nylon Magna Charge (MSI, Westboro, MA, USA). El tratamiento
previo del gel, la transferencia del DNA, vy la posterior

manipulacién de la membrana se realizaron segiin recomienda el

fabricante.

Cuando se utilizé6 hfb2 como sonda las condiciones de
hibridizacién fueron moderadamente estrictas. Para esto, la
membrana fue incubada en 10 mL de una solucidn que contenia
(por ml): formamida deshionizada 50%, solucién de Denhardt's 10x,
SSC 6x, SDS 0.5 %, DNA denaturado de esperma de salmén 100 pug y
poliA DNA 10 ug (para detalles de los componentes mencionados ver
Sambrook v cols., 1989). Después de 1 -;h de prehibridizacién se
agregs la sonda marcada con 32P (ver punto 2.22.) y desnaturada en
un volumen de 1 mL de la solucién anterior. La sonda se agrego a
una concentracién final de 0.5x106 cpm/mL. Después 16 h de
hibridizacién con la sonda, la membrana fue lavada en soluciones

con decreciente concentracion de SSC: 3x, 1x y finalmente 0.2x,

siempre en presencia de SDS 0.1%. Los lavados se realizaron dos
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veces con cada solucién por 15 min y con agitacion. La temperatura

fue siempre mantenida a 42 °C.

Cuando se utiliz6 el inserto del clon p3cl2a como sonda, las
condiciones fueron mads estrictas. Para la prehibridazacion e
hibridizacién las membranas se incubaron en 10 mL de una soluci6én
que contenia (por mL): formamida deshionizada 50%, solucion de
Denhardt’s 5X, SSC 5%, SDS 0.1 %, DNA denaturado de esperma de
salmén 100 pg v poliA DNA 1 pg. Los lavados se realizaron con 2 X

SSC; 0.1% SDS por 15 min a temperatura ambiente, luego en 0.1 X

SSC; 0.1% SDS a 65 °C por 30 min.

Para la’ exposicién autoradiografica, las membranas se
colocaron dentro de bolsas plasticas, humedecidas en la Ultima
solucién de lavado, y selladas. Las membranas se colocaron, luego,
sobre un film X-OMAT-AR (Kodak, Diagnostic Film) dentro de un
cassette de exposicién con pantalla intensificadora. Posteriormente,
el cassete se dejé a -70°C durante el tiempo adecuado para apreciar
las bandas de hibridizaciéon con éptima‘ intensidad, después del

revelado de los films como indica el fabricéinte.

2.21.2. Analisis de RNA.
2.21.2.a. Purificacion de RNA total.

El micelio se colecté desde medios liquidos mediante filtracion
sobre una malla sintética de 40 mesh, que permiti6é el paso de

esporas, reteniendo el micelio. Este ultimo, fue luego lavado con
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agua estéril y congelado a -70. Para extraer el RNA total, el micelio
fue molido en mortero de porcela en presencia de nitrégeno liquido.
El polvo obtenido se suspendi6 en una solucién desnaturante a base
de isotiocianato de guanidina y posterior centrifugacion en gradiente
de CsCl, como ha sido previamente descrito por Chirwing y cols.
(1979). Alternativamente, cuando se disponia de poca biomasa, el
micelio molido se sometio al protocolo de extraccion del sistema
RNeasy™ (QIAGEN GmbH).

2.21.2.b. Cuantificacion del RNA.

La cuantificacién del RNA se realiz0 mediante la absorbancia a
260 nm y su pureza mediante la relacion de las absorbancias a 260
y 280 nm (Sambrook y cols., 1989). Para verificar la pureza y la
integridad del RNA, 2 pg de RNA fueron glioxilados y luego
fraccionados electroforeticamente en geles de agarosa al 1% con
amortiguador fosfato de sodio 10 mM pH 7.4. La bandas de RNA se
visualizaron mediante tincion con naranja de acridina (Sambrook y

cols., 1989).

2.21.2. c. Analisis mediante la técnica de i;Iorthern.

El RNA fracciohado segin el punto precedente, se transfirio
capilarmente a membranas de nylon Magna Charge (MSI, Westboro,

Ma, USA), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

4
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Las membranas se prehibridizaron por 2 ha 42°C en 10 mlL
de una solucién que contenia: formamida deshionizada 50%, sulfato
de dextrano 10%, SDS 1%, NaCl1 M, y DNA denaturado de esperma
de salmén 125 mg/mL. Posteriormente, las muestras fueron
hibridizadas con el fragmento correspondiente al cDNA del gen
clonado de T. harzianum homologo a hfb2. Este fragmento fue
marcado con 32P segiin el punto 2.22 y se agregd a la solucién
anterior una concentracién final de 0.5 a 1 x 106 cpm/mlL e
incubando durante 16h. Luego, las membranas fueron lavadas bajo
condiciones de alta estrictez, para lo cual se disminuy¢ la
concentracion de SSPE en las soluciones de lavado: 5%, 1x y 0.2x, las
que contenian SDS al 0.1%. Tales lavados se realizaron dos veces con
cada solucién por 15 min a 42°C. Finalmente, se las membranas se
lavaron dos veces con la ultima solucion descrita pero a 68°C.
Después, las membranas se procesaron para exposicidon

autoradiografica como se describié en el punto 2.21.1.c.

2.22. Obtenci6én de sondas marcadas con 32P.

Las sondas correspondientes al g;:n hfbZ2 y al fragmento
clonado p3cL2a se obtuvieron mediante doble digestion con Xho Iy
EcoR I de los plasmidios que los contenian, ambos derivabos del
fagemido pBluescrip SK(-) (Stratagene). Los fragmentos se
recuperaron desde geles de agarosa al 0.8% en TBE, donde se habian
separado los productos de la digestion, utilizando el sistema
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmbH).
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Para las marcaciones se utilizo el sistema Random Primed DNA

Labelling Kit (Boehringer Mannhein). Usualmente, 50 ng de DNA se
marcaron con 50 pCide [a-32P]CTP (Amersham) bajo las condiciones

estindar que recomienda el manofacturador. La sonda marcada fue
puricada cromatograficamente en columnas Quick Spin™
(Pharmacia) tal como recomienda el fabricante. La actividad
especifica de la sondas obtenidas fue usualmente mayor a 0.5x108
cpm/ug DNA.

2.23. Clonamiento de hidrofobinas de T. harzianum

expresadas durante la esporulacion.

2.23.1. Construccién de genoteca de cDNA.

Se aisl6 la fraccion poli(A)+ del RNA total extraido del micelio
cultivado durante 72 h en MLE. Esto se realizé utilizando una

columna de celulosa-oligo(dT), segiin se describe en Sambrook y
cols. (1989).

El banco genético de cDNA se cons&uyé a partir de 5 pg del
RNA poliadenilado, los que fueron ligados en la orientacion 5'->3' en
el vector Uni-ZAP™ XR, derivado del fago A, de acuerdo a las

instrucciones del manofacturador (Stratagene).
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Utilizando placas con el medio LAM y la cepa XL1-Blue MRF"
de E. coli como huésped, tal como indica el fabricante, la genoteca
obtenida fue amplificada, titulada y finalmente el porcentage de
recombinates determinada mediante la seleccion de color IPTG-X-

gal.

2.23.2. Seleccién v purificacién de clones.
La seleccién de los clones que poseian un inserto

correspondiente al cDNA de un gen de hidrofobina, se realizé
medainte hibridizacién heteréloga usando hfb2 como sonda. Para
esto, la genoteca obtenida fue plaqueda en placas de Petri, grandes,
con el medio LAM como describe el manofacturador obteniendo
aproximadamente 50000 placas de lisis por placa de Petri. El DNA
de las placas de lisis, se transfiri6 a filtros de nitrocelulosa segin
describe!‘Sambrook y cols. (1989). Las hibridizaciones con la sonda
se realizaron segin se detalld en el punto 2.21.1.c. Se aislaron los
fagos de las placas de lisis que dieron sefial positiva. Estos fueron
plagueados, nuevamente, para una segunda seleccidon. En esta se
aseguré la de obtencién de placas de lisgs separadas, permitiendo

aislar €l clon puro.
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Los clones asi obtenidos fueron subclonados mediante una
excision in vivo del fagemido pBluescrip desde el fago vector
derivado de A. Esto se realizd, tal como lo recomienda el fabricante,
mediante un doble infeccién de la cepa SOLR de E. coli con el fago
purificado y el fago ExAssist™. El altimo fago no puede replicase en
la cepa huésped, pero permite sintetizar y circularizar el plasmidio
pBluescrip SK(-) contenido en el vector Uni-ZAP™ XR, dentro del
cual se encuentra el inserto clonado. Estos ultimos, son liberados del
plasmidio mediante doble diogestion con EcoR Iy Xho 1 y sus
tamafios determinados mediante geles de agarosa al 0.8 % en TBE,

tal como se describi6 en el punto 2.21.1 b.
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3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacién de factores relacionados con la

adhesion de las esporas aéreas de T. harzianum.

3.1.1. Caracterizacién de la conidiogénesis aérea.

3.1.1.a. Induccién de la esporulacion.

La esporulacion en la cepa P1 no es fotoinducible. Sin embargo,
en presencia del detergente Igepal (medio AMLI) se restringe el
crecimiento del hongo, observidndose una particular forma de
esporulacién. Como se aprecia en la Figura 7, a medida que el hongo
coloniza el medio AMLI, se producen anillos de esporulacién en
forma sincrénica e independiente de la luz. La biomasa de los
anillos casi no contiene micelio, permitiendo colectar facilmente las

esporas desde los anillos.

3.1.1.b. Bvolucién morfolédgica durante la esporulacion.

Bajo las condiciones anteriores se distinguen, al menos, 4
estados diferenciables mediante el c0101: de los anillos. Como se
indica en la Tabla 2, los anillos son inicialmente blancos, tornandose
luego amarillos y finalmente verdes. En todos estos estados se
aprecian esporas (Figura 8), las que van sufriendo transformaciones
morfolégicas, como el aumento de tamafio (Tabla 2), traspaso de

material desde 1a fialide (Figura 9A y B) y acumulacién de cuerpos

electrodensos {Figura 8C y D y Figura 9C).
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Figura 7. Desarrollo de la esporulacion aéreade la cepa Pl
T. harzianum en el medio AMLIL

de
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Tablla 2
Caracteristicas de los diferentes estados de la esporulacion
aérea de T. harzianum (1),

Diametro Grosor de la pared
Estado Color espora W1 W2
(pm) (nm)
1 Blanco 1.2 0 90
2 Amarillo 2.5 31 31
3 Verde claro 2.6 33 66
4 Verde Oscuro 2.4 118 119

(1) Datos de Figuras 7 y 8.
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Figura 8. Evolucion ultraestructural observada durante la
esporulacion aérea de T. harzianum. A, esporas presentes en anillos
blancos; B y C, anillos amarillos; D, anillos verdes.

Simbolos : F, fialide; FC, fialoconidia; W1 y W3, pared interna y
externa respectivamente; EDB; cuerpos electrodensos; N, nucleo; M,
mitocondria. La barra representa 0.5 um
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Es notable el desarrollo diferencial de las capas que componen
la pared de la espora. En efecto, se observé que la pared estd
formada por dos capas: una externa (Wz) particularmente
electrodensa y una interna (Wl)l electrotransparente. Durante la
ontogenia de la espora aérea, la pared externa se desarrolla primero,
mientras que la interna aparece en estados posteriores (Tabla 2,

Figura 8).

3.1.2. Propiedades diferenciales entre las esporas aéreas y

sumergidas.

3.1.2.a. Analisis mediante microscopia de barrido.

Como se puede apreciar en la Figura 94, las esporas aéreas
son producidas en aglomerados. La superficie se observa lisa, pero
cubierta por un material extracelular, el cual ademas, se extiende
"como tela de arafia” sobre varias células a la vez. Estas células
tienen una forma aparentemente ovoide con un diametro que
oscila entre los 2.3 y 2.6 um. Las esporas provenientes de
medios liquidos, en cambio, se presentaron generalmente
colapsadas, no agregadas y sin ningtn material extracelular (Figura
9B). Su diametro fue ligeramente mayor al de las esporas aéreas
(35%).

T
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3.1.2.b. Analisis mediante microscopia de transmision.

Como se aprecia en la Figura 9C, las esporas aéreas presentan
un citoplasma bastante denso y la membrana citoplasmatica
invaginada. Llama la atencién la casi ausencia de organelos,
distinguiéndose solo la presencia de cuerpos electrodensos (EDB} y
mitocondrias. Estas tltimas, presentan una tincion andémala, como
"en negativo" (Figura 9C). Estos resultados sugieren que las esporas

aéreas se encontrarian en un estado metabdlico reducido.

Las esporas sumergidas, a su vez, presentan un aspecto
similar al de una célula metabolicamente activa. En efecto, el
citoplasma se aprecia menos denso y granulado, probablemente por
la presencia de ribosomas (Figura 9D). Se observan, ademas,
vacuolas conteniendo material electrodenso, que aparentemente
estarian en degradacién y un alto nimero de mitocondrias con

tincioén "normal".

Otro aspecto notable que diferencia ambos tipos de esporas
fue el grosor de la pared externa. En efecto, en las esporas

sumergidas la capa W2 estd reducida alrededor de cuatro veces con

respecto a las aéreas (Figura 9 Cy D; Tabla 3).
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Figura 9. Aspecto de las esporas aéreas y sumergidas de T.
harzianum  mediante microscopia electronica. Las esporas
sumergidas (B y D) fueron producidas mediante 96 h de cultivo en
MLE, mientras que las esporas aereas (A y C) en AMLL Ambos tipos
de esporas fueron preparadas para observacién por microscopia
electrénica de barrido (A y B) y transmision (C y D).

Simbolos : S, espora; em, material extracelular; EDB, cuerpos
electrodensos; W1 y W2, pared interna y externa respectivamente;
M, mitocondria; V, vacuola; im, invaginacion de membrana. Las
barras representan 1 pm (A yB) y 0.5 pm (Cy D).
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3.1.2.c. Caracteristicas funcionales.

Las esporas aéreas son mas longevas y resisten
significativamente mejor exposiciones a la radiacion UV (Tabla 3).
En efecto, todas las esporas aéreas son viables luego de 45 dias de
almacenamiento a altas humedades, mientras que la viabilidad de
las esporas sumergidas cae en un §5%. Ademas, las esporas aéreas
son capaces de resistir casi el doble de tiempo la exposicién a

radiacion ultravioleta que las sumergidas.

Por otro lado, las esporas aeréas presentaron un marcado
caracter hidrofdbico, mientras que las sumergidas son totalmente
hidrofilicas. De hecho, cuando estas Gltimas son colocadas en agua,
se humedecen rapidamente cayendo hacia el fondo del tubo (Figura
10). En este ensayo, las esporas aéreas repelen el agua y pueden
permanecer flotando al menos 5 dias. Durante este tiempo, solo

una pequeifia fraccidn cae al fondo del tubo.

3.1.3.d. Caracteristicas bioguimicas.

Se intentd correlacionar la diferente longevidad de las esporas
con el contenido enddgeno de trehalosa. Paradojalmente, este
disdcarido se encuentra en un concentracion casi dos veces superior

en las esporas sumergidas con respecto a las aéreas (Tabla 3).

1
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Tabla 3.
Propiedades de las esporas de T. harzianum producidas
por micelio aéreo y sumergido.
Tipo de esporas
Propiedad
Aéreas(1) Sumergidas(2)

Resistencia a
radiacion UV 4.0 2.4
(LD5sp, min)

Longevidad(3) 95.0 15.0
(%)

Contenido de
trehalosa 30 56

(mg/g)
Hidrofobicidad(4) T+ -

Captacion del colorante
azul de lactofenol - +

Grosor de la Pared

(nm)(5)

Wi 119 30
W2 116 150
Grosor total 237 180

(1) Obtenidas desde placas de Petri con el medio AMLI

(2) Colectadas 24 h después del maximo de produccién en el medio MLE.

(3) % de ufc determinadas después de 45 dias de almacenamiento a 25°C y
75% de HR.

(4) Resultados de la Figura 10.

(5) Resultados de Ia Figura 9.
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Figura 10. Evaluacién de la hidrofobicidad de esporas de T.
harzianum. Las muestras de esporas liofilizadas fueron colocadas en
la interface liquido/aire en un tubo de ensayo con agua. Se aplicaron
esporas producidas por micelio aéreo sin tratamiento previo (1), 0
bien después de una homogenizacion en agua (2), asi como también
aquellas producidas bajo condiciones de cultivo liquido (3). La
fotografias se tomaron 5 min (a) y 20 min (b) después de la
aplicacidn.
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Por otro lado, los perfiles electroforéticos de las proteinas totales
fue diferente para ambos tipos de esporas (Figura 11). Dos bandas
de proteina, con masas moleculares de 43 y 29 kDa, se observaron
especificamente en las esporas sumergidas, mientras que una de 50
KDa esta presente en altos niveles en las aéreas. Proteinas con
masas moleculares de 29, 68 y 100 kDa, se encontraron en ambos
tipos de esporas. Ninguna de estas proteinas ha sido identificada

hasta el momento.

3.1.4. Naturaleza de los factores responsables del caracter

hidrofébico de las esporas aéreas.

3.1.4.a. Efecto de la solubilizacidon _de componentes de la pared

externa de la espora.
Debido al caracter hidrofébico de las esporas aéreas, la Ginica

manera de obtener una suspension homogénea de estas células es
utilizando un homogenizador de vidrio con vastago de teflén o bien
agitando a alta velocidad en vortex por largo tiempo. Al realizar el
ensayo de flotabilidad con las esporas resultantes de este
tratamiento, se encontrdé que perdian su caracter hidrofébico
(Figura 10). Similar comportamiento ocurrié a suspender las

esporas en  solventes menos polares como etanol (60% y absoluto) o

acetonitrilo 40%. En este caso, sin embargo, las esporas se

suspendieron mas facilmente (no mostrado). La perdida de la
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Figura 11. Analisis electroforético de las proteinas totales de
esporas aéreas y sumergidas. Las esporas aéreas (3) y sumergidas
(2) fueron homogenizadas en mortero con vidrio molido y las
proteinas extraidas directamente con el amortlguador de muestra,
LSB, y calentadas por 5 min a 100 *C. La separacion se realizd
mediante SDS-PAGE con 12% de poliacrilamida, el cual se tifié con
azul de Coomasie. En el carril 1 se muestra la migracién de los
marcadores de masa molecular, indicados en kDa. *, indican
proteinas de 43 y 29 kDa especificas de las esporas sumergidas; %
indican la proteina de 50 kDa especifica de las aéreas.

]
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hidrofobicidad no se observd al suspender las esporas en cloroformo,
indicando la mediacién de componentes solubles tanto en agua

como en solventes menos polares.

Segan el solvente utilizado en los tratamientos anteriores, se
liberan diferentes cantidades de proteinas. En efecto, la mitad de las
proteinas totales de la espora se extrajeron en agua o agua seguido
de SDS 1% caliente. Al utilizar solventes de mediana polaridad
(etanol 60% o acetonitrilo 40%) se extraen alrededor del 25% de las

proteinas totales (no mostrado).

Mediante andlisis de microscopia de transmision, se encontrd
que la pared externa se reduce en un 30% en las esporas extraidas
exhaustivamente con agua (cuatro veces). Si las esporas son luego
extraidas con SDS 1% caliente, el grosor se reduce en otro 30% (no

mostrado).

]

3.1.4.b. Presencia de estructuras tipo rodlets en la superficie de las
esporas aéreas de T. harzianum. ) |

Se intentd relacionar la hidrofobicﬂiad de las esporas aéreas
con la presencia de tales estructuras. Para esto, se prepararon
réplicas de la superficie de las esporas utilizando la técnica de
sombreado con carbono y platino. La observacion mediante

microscopia de transmision de tales muestras no evidencié la

presencia de las estructuras esperadas. La superficie de las esporas
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aéreas se observé mas bien lisa. En el caso de las esporas

sumergidas, ésta aparece mds irregular (no mostrado).

3.1.5. Deteccion de proteinas tipo hidrofobinas en las
esporas aéreas de T. harzianum.

Las esporas fueron extraidas con laa solucion ACN/TFA, que
permite extraer selectivamente HFB1 y HFB2 de T. reesei. El perfil
electroforético de las proteinas extraidas fue mas heterogéneo para
el caso de T. harzianum (Figura 124A). Las bandas cuantitativamente
importantes, segtn la tincién de Coomassie, reaccionaron con el
anticuerpo antiHFB1 (Figura 12B). La inmunoreactividad fue
consistente para las proteinas de masas moleculares de 18, 10y 8
kDa (Figura 12B), deaquien adelante denominadas como P18, P10
y P8. Notablemente, P18 presentd una reaccién mucho mas fuerte
con el anticuerpo que las demas proteinas, incluyendo a aquellas

de T. reesei.

La movilidad electroforética de las tres bandas anteriores no
fue alterada al resuspender en TFA 100% el extracto anterior (no
mostrado). Esto sugiere que P18 no corresponde a una forma

dimérica de alguna de las proteinas de menor masa molecular.
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Figura 12. Extraccién de putativas hidrofobinas de esporas aéreas
de T. harzianum. Las proteinas asociadas a la pared de las esporas
aéreas de T. reesei QM9414 (1) y T. harzianum P1 (2) fueron
extraidas con ACN/TFA y luego analizadas mediante SDS-PAGE con
18% de poliacrilamida. Las proteinas se sometieron a tincién con
azul de Coomassie (A) y se evalud su reaccidn con anticuerpos,
preparados contra HFB1 mediante la técnica de Western (B). En
A, se indica la migracion de los marcadores de masa molecular y en
B, la masa molecular de las especies inmunoreactivas. Ambas se
expresan en KDa. *, indican los péptidos que coinciden con el

producto codificado por el gen hib2Z2 de T. reesei
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Las dos bandas inmunoreactivas de alta masa molecular que se
observan para las muestras de T. reesei y T. harzianum (Figura
12A}, es un artefacto. Esta reaccién no tienen relacién con las
hidrofobinas, debido a que se manifiesta incluso en carriles donde

no se ha cargado muestra.

3.1.5.a. Caracterizacidn de la extraccion de P18, P10 v P8.

Como se muestra en la Figura 13, estas proteinas no fueron
solubilizadas con 100% de TFA previa extraccién con SDS caliente
(Figura 13, carriles 1 a 3), por lo que no pueden ser clasificadas
como hidrofobinas de clase 1. Se extrajeron, en cambio,
directamente de la espora en una amplia gama de solventes
(Figura 13, carriles 4 a 8). La extraccién con agua y etanol 60% las

asemejan a las hidrofobinas de clase IL

Realizando extracciones secuenciales de las esporas aéreas de
T. harzianum, se encontrdé que después de utilizar como primer
solvente agua, acetonitrilo 40% o etanol 609, siempre era posible
volver a extraer las proteinas con SDS 1% caliente o ACN/TFA como
segundo solvente (no mostrado). Esto sﬁgiric’) que tales proteinas
podrian encontrarse bajo dos formas o fracciones de distinta
naturaleza o asociacién con la espora. Para confirmar esto, se
realizaron extracciones exhaustivas como se muestra en la Figura 14.
Después de extraer totalmente las proteinas con cualquiera de los

solventes anteriores (Figura 14, carril 1 y 2), una fraccidén




Figura 13. Efecto de diferentes condiciones de extraccién sobre la
solubilizacion de P18, P10 y P8 de esporas aéreas de T. harzianum.
Las proteinas asociadas a la pared de las esporas aéreas se
exirajeron secuencialmente con agua (1), seguido de SDS 1% caliente
(2) y luego TFA 100% (3). O bien con extracciones directas en SDS 1%
caliente (4), TFA 100% (5), etanol 60% (6), etanol absoluto (7) y
acetonitrilo 20% (8). Las proteinas se analizaron mediante PAGE-
SDS con 18% de poliacrilamida seguido de tincidén con azul de

Coomassie.
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Figura 14. Determinacion de dos fracciones de proteinas tipo
hidrofobinas diferentente asociadas a las esporas aéreas de T.
harzianum, 1, Las esporas fueron extraidas 6 veces seguidas con
etanol 60%. 2, Extraccién con etanol 60% después de (1), 3,
extraccidon con ACN/TFA después de (2). Las proteinas se analizaron
en SDS-PAGE con 18% poliacrilamida seguido de tincion con azul de
Coomassie.
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permanecié resistente. La fraccion remanente fue extraida con un
tratamiento mas drastico, como ACN/TFA o SDS 1% caliente (Figura
14, carril 3). Esto confirmé que P18, P10 y P8 se encontrarian en dos

fracciones con una asociacién diferencial en la espora.

3.1.5.b. Presencia de P18, P10 v P8 en esporas sumergidas.

Estas protefnas no se encontrarian presentes en las esporas
sumergidas. En efecto, utilizando la técnica de Western, no se
detectaron las proteinas al aplicar sobre las esporas sumergidas
extracciones como las descritas anteriormente. Sin embargo, se
detectd la acumulacidon de estas proteinas en el medio de cultivo
(Figura 15A). Tal acumulacion fue concomitante al aumento de la
cantidad de esporas (Figura 15C). Estas proteinas no se detectaron
en liquidos sobrenadantes de medios de cultivo en los cuales no se
observa esporulacién (no mostrado) ni tampoco en micelio aéreo

vegetativo (no esporulante).

3.1.6. Clonamiento de genes de higirofobinas expresados

durante la esporulacién.

3.1.6.a. Construccion de una genoteca de cDNA.

La genoteca fue construida con los cDNA sintetizados a partir
de los RNAm presentes en el micelio después de 72 h de cultivo en
el MLE (Figura 15). En tal momento se estarian expresando

plenamente los genes que codifican las proteinas tipo hidrofobinas.
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Figura 15. Caracterizacion de la esporulacion de T. harzianum en
medios liquidos. Se cultivé el hongo en MLE, tomando muestras a
las 12, 24, 48, 72 v 96 h de cultivo (carriles 1 al 5 en A y B). En
cada muestra se determiné la presencia de las proteinas P18, P10y
P8 (A), la expresidén del gen homdlogo a hfbZ2 (B) y el nivel de
esporas producidas (C). En A, las proteinas solubles del medio de
cultivo fueron precipitadas con TCA y analizadas mediante la técnica
de Western usando suero antiHFB1. En B, El RNA total extraido del
micelio fue analizado mediante la técnica de Northern usando el gen

clonado de T. harzianum homologo a hfbZ2 como sonda.




81

La fraccién poliadenilada fue aislada del RNA total, los que fueron
utilizados para sintetizar los cDNA como se detallé en Materiales y
Métodos. Los cDNA sintetizados se ligaron en el vector de expresion,
derivado del fago lambda, Uni-ZAP™ XR, los productos de la ligacion
se empacaron y la solucién de fagos obtenida fue titulada como se
describe en Materiales y Métodos. La genoteca sin amplificar arrojo
un total 1.9 x105 ufp (unidades formadoras de placas de lisis)
totales con un 40% de recombinantes. Al realizar las titulaciones se
encontré que el nimero de placas de lisis disminuia al inducir con
IPTG, lo que hizo sospechar una posible toxicidad de los productos
clonados para la célula huespéd. La genoteca obtenida fue
posteriormente amplificada (titulo final de 7.6 x1010 ufp/mL) vy

almacenada hasta realizar la seleccion.

3.1.6.b. Seleccidn v purificacion de los clones.

En primera instancia se realizé una selecciéon inmunolégica
utilizando el suero preparado contra HFB1, debido a la fuerte
reaccién que tales anticuerpos presentaron hacia P18 (Figura 12).
A pesar de analizar mas de 1x105 recombinantes, no se detectaron

placas positivas.

Alternativamente, se intenté una seleccién basado en
hibridizacién heterdloga usando como sonda el gen hfbZ2 de T
reesei, Con este objetivo, se realizarén analisis mediante la técnica

de Southern, encontrando condiciones de mediana estrictez (ver

Materiales y Metodos) con las cuales se obtuvé un patrén parcial de
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bandas que hibridizan con la sonda (Figura 16). De las enzimas de
restriccidon utilizadas, solo Sal I reconoce un sitio en hfb2. En los
experimentos anteriores siempre se observaron dos bandas con una
fuerte sefial de hibridizacién y un ntmero variable de bandas con
sefiales mas débiles. Esto indicaria la existencia en T. harzianum de

varios genes homologos a hfb2 de T. reesei

Las condiciones anteriores de hibridizacion fueron aplicadas
para la busqueda de clones en la genoteca de ¢cDNA. En la seleccion
primaria, se analizaron 8000 recombinantes obteniendo mas de
cincuenta sefiales positivas. Esto indica que durante la esporulacion
se estarian expresando en un alto nivel genes homologos a hfb2. Se
aislaron 12 fagos que presentaban seflales de diversas intensidades
en la seleccién primaria (S, M y L segun si la sefial hubiera sido
fuerte, mediana o débil, respectivamente). Estos se sometieron,
nuevamente, al mismo tipo de seleccién lo que permitié purificarlos.
En la seleccidon secundaria no se encontraron diferencias en las
sefiales de hibridizacion de las placas de lisis. Las diferencias
encontradas en la seleccién primaria se pudieron deber a la

cercania y heterogéneo tamafio de las placas de lisis.

Los 12 clones obtenidos fueron subclonados mediante
excision in vivo y obteniendo el fragmento clonado bajo la forma
plasmidial en el fagemido pBluescrip SK(-) (ver Materiales y
Métodos). Se extrajo el DNA plasmidial de los clones seleccionados,

los que se sometieron a una doble digestion con Xho Iy EcoR I para
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Figura 16. Determinacion de genes en T. harzianum homologos a
hfb2. El DNA gentmico del hongo fue analizado mediante la técnica
de Southern utilizando hfbZ2 (A) y el fragmento clonado p3cl2a (B)
marcados con [a-32P]dCTP a la misma actividad especifica como
sondas. Las condiciones de hibridizacion fueron de mediana (A) y
alta (B) estrictez. El DNA fue digerido con las enzimas de restriccion
Sal I, Pst I, Xho I EcoR I (carrilesl al 4). A la derecha se indica la

migracion de marcadores de tamafic molecular en kb.
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liberar el inserto. Al analizar los productos de la digestion en geles
de agarosa, se encontré que todos contenian un fragmento de
alrededor de 0.6 Kb que presentd leves variaciones en su movilidad
electroforética (Figura 17). Se seleccionaron aquellos que contenian
un inserto de mayor tamafio. Uno de ellos denominado p3cl2a se

encuentra actualmente en secuenciacién.

3.1.7. Regulaciéon de la expresién del gen de T. harzianum

homodlogo a hfbZ.

3.1.7.a. Expresién bajo condiciones de esporulacién.
Utilizando el fragmento clonado p3cL2a como sonda, se analizd

la expresion de este gen durante la esporulacidén en medio liguido.
Como se muestra en la Figura 15, el putativo gen homdlogo a hfb2
se expresa en T. harzianum fuertemente a partir de las 24 h de
cultivo, momento en que la esporulacion se encuentra en una fase
exponencial. La banda de hibridizacién se encuentra en la zona
correspondientes a un tamafo cercano a los 0.6 Kb. Posteriormente,
las intensidades de las sefiales tienden a; una leve disminucién.
Maybrés tiempo de exposicion de las membranas mostraron
que la banda presenta una baja sefial a las 12 h de cultivo. Esto
indica que el putativo :gen se sobreexpresaria durante la

esporulacion en medio liquido.
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Figura 17. Analisis del tamafio de inserto de los clones
seleccionados homélogo a hfb2. Se estrajo el DNA plasmidial de los
12 clones seleccionados de la genoteca de cDNA, previamente
transformados a la forma plasmidial. Después de una doble digestién
con Xho I y EcoR I, los productos se fraccionaron
electroforeticamente en geles de agarosa al 0.8% con TBE,
posteriormente tefiidos con bromuro de etidio y fotografiados en un
transiluminador UV. En A se muestra los grupos de clones
denominados 3cy en B aquellos 1c. Para cada clon (S1, S2, M1, M2,
L1 y L2) se analizaron dos colonias (a y b) obtenidas después de la
excisiéon in vivo. V e I, indican el vector y el inserto
respectivamente. A la derecha de la figura, se indica la migracion del
marcador de tamafio molecular correspondiente a 0.6 kilobases.
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Similar resultado se encontré al analizar los RNA presentes
durante el crecimiento aéreo de T. harzianum. En efecto, una banda
de 0.6 Kb con una baja sefial de hibridizacion se detecté en el micelio
aéreo no esporulante (Figura 18, carril 1). Al inducir Ja esporulacién
en el micelio, la banda incrementa notablemente su sefial de
hibridizacién (Figura 18, carril 2). Esto estaria indicando que bajo las
condiciones de crecimiento aéreo, el gen clonado se expresaria a
bajos niveles en tejido vegetativo, sobreexpresandose durante la

esporulacion.

3.1.7.b. Efecto de la limitacion de nutrientes sobre la expresion del

gen homologo a hibZ.
Se pre-cultivé el hongo en MLE suplementado con 0.2% de

peptona para obtener una mayor biomasa. Después de 20 h de
cultivo, el micelio se traspasd, mediante centrifugacion, a las nuevas
condiciones de cultivo. Posteriormente, se tomaron muestras cada 4
h por un periodo de 12 h, de las cuales se extrajo el RNA total. A Ias
24 de incubacion, se analiz6, ademas, lIa pigmentacion, presencia de

esporas y de proteinas tipo hidrofobinas en el liquido de cultivo.

Los resultados de tal experimento mostraron que al momento
de iniciar la incubacién en los nuevos medios, el putativo gen
homoélogo a hfb2 no se estaba expresando (Figura 19A I-1V, carril
1). Aun exponiendo mds tiempo las membranas, no se encontré una

sefial de hibridizacion. La ausencia de una fuente de carbono y/o
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Figura 18. Expresién del gen homdlogo a hfbZ durante el
crecimiento aéreo de T. harzianum bajo condiciones vegetativas y
de esporulacion. Se analizd el RNA' extraido del micelio aéreo
crecido bajo condiciones vegetivas (1) o de esporulacién (2)
mediante la técnica de Northern usando el fragmento p3cLZa como
sonda. El micelio vegetativo se obtuvo cultivando el hongo en placas
de Petri con AML. El micelio asi obtenido se traspasd a placas con
AMLI, induciendo la esporulacion.
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nitrégeno, en cambio, indujoé una fuerte expresion del gen (Figura
19A 1I-IV). Esto coincidié con la deteccién de proteinas tipo
hidrofobinas bajo tales condiciones. la expresion del gen, sin
embargo, no correlaciond con el desarrollo de una elevada
esporulacion. En efecto, se encontraron altos niveles de esporas ante
la ausencia de glucosa o de glucosa y amonio (Figura 19B), los que
ademas, presentaban la tipica pigmentacion verde de cultivos bajo

esporulacion.

Por otro lado, se encontré una baja y transiente expresion del
gen durante el cultivo del hongo en el medio con todos los nutrientes
presentes (Figura 19AI). Este fue mayor a las 4 h, siendo casi
inperceptible a tiempo posteriores. En estas condiciones el hongo no

esporul6 ni evidencié proteinas tipo hidrofobinas.

4

En 10s experimentos de las Figuras 18 y 19 no se detectardn
otras bandas de hibridizacién, atin cuando inicialmente se
utilizaron condiciones de baja estrictez en las hibridizaciones RNA-
DNA. Esto indica que bajo condiciones: de esporulacién, en T

harziazum se expresaria un solo gen homdélogo a hfb2.
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Pigmentacién Blanco Verde Blanco Verde
Esporas/mL <10? >10° <10° > 108
Hidrofobinas - + + +

Figura 19, Efecto de limitacion de nutrientes sobre la expresién en
T. harzianum del gen homologo a hfb2. El hongo se precultivo en
MLE suplementado con 0.2% de peptona y luego traspasado a un
medio salino basal suplementado con 2% glucosa y 1% amonio (A, I),
2% glucosa (A,11), 1% amonio (A, I11) o sin suplementacién (A,1V).
Se tomaron muestras de micelio al inicio de los nuevos cultivos, 4, 8,
12 y 24 h después de incubarlos bajo condiciones normales (carriles
1 al 5). A las 24 h se analiz6, ademas, la presenc1a de esporas,
hidrofobinas y pigmentacién de los cultivos (B). La presencia de
hidrofobinas se realizé en el liquido de cultivo mediante SDS-PAGE
con 18% poliacrilamida seguido de tincién de Coomassie.
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3.2. Caracterizacién de las condiciones que activan Ila

germinacién de las esporas aéreas de T. harzianum.

3.2.1. Requerimientos para la germinacion de las esporas
aéreas.

La determinacién de las condiciones Optimas para la
germinacién se realizd utilizando MG. La germinacién se evalué

morfologicamente como la aparicién del tubo germinativo.

3.2.1.a. Factores abioticos.

La concentracion de esporas no tuvo un efecto marcado sobre
la germinacién. La concentracién 6ptima se observo dentro del orden
de 106 sps/mL (Tabla 4). Niveles mas altos presentaron leves
reducciones en las tasas de germinacién (alrededor de un 20% con

108 esporas/mL).

La germinacién se desarrolld rapidamente a pH acidos,
reduciéndose la velocidad de germinacidén al aproximarse al rango

alcalino. Como lo muestra la Tabla 4, el valor 6ptimo fue pH 4.0.

El rango de temperatura 6ptima se encontré entre los 25 y
30°C (Tabla 4). Temperaturas mayores a 30°C tienen un efecto mas
marcado en reducir la velocidad de germinacion que aquelias
inferiores a 22°C. En estos experimentos, siempre se alcanzd el
maximo de germinacién, indicando que las temperaturas probadas si

bien afectan la germinacidn, son capaces de sostenerla.
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Tabla 4
Valores Optimos encontrados para varios parametros que
inciden en la germinacion de esporas aéreas

de T, harzianum (1),

Parametro Rango ensayado Valor 6ptimo
Concentracion

de esporas(2)
{esporas/mL) 105 -108 2x106
Temperatura(3) 4 - 35 28

(°C)

pH(3) 4.0-7.0 4.0
Actividad de agua(3) 0.94 - 1.0 0.98

(1) Para detalles experimentales ver Materiales y Métodos.

(2) Se analiz6 el maximo de germinacion alcanzado después de
12 h incubacién en MG.

(3) Se analiz6 l1a velocidad maxima de germinacién, el tiempo
sobre el cual germinan mas del 5 % de las esporas y el maximo
porcentaje de germinacién observado.
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El rango Optimo para la actividad de agua se encontraria sobre
0.98 (Tabla 4). Entre 0.98 y 0.950 la tasa de germinacion se reduce
drasticamente, alcanzando valores practicamente nulos a
actividades de agua inferiores a 0.945. Dentro de los tiempos
involucrados en estos experimentos, el porcentage maximo de
germinacion fue menor al 50% a valores de actividad de agua
inferiores a 0.950. Esto indica la imposibilidad del hongo para
germinar bajo tales condiciones, requiriendo por lo tanto altas

humedades.

La velocidad de germinaciéon no se vié afectada al hacer
germinar esporas en un medio donde, previamente, habian
germinado similar concentracién de esporas (no mostrado). Estos
experimentos se realizaron bajo concentraciones 6ptimas de esporas,
por lo que se puede decir que bajo tales condiciones no estarian

actuando compuestos autoinhibidores o autoactivadores.

3.2.1.b. Efecto de nutrientes.

Las esporas no desarrollaron el tubo germinativo al ser
incubadas sclamente en agua o sales de MG. Tampoco germinaron al
ser incubadas ya sea con  glucosa o con amonio, como finico
nutriente. Lo contrario ocurrié cuando el Gnico nutriente fue
peptona. Esto indica un requerimiento tanto de fuentes de carbono

como de nitrégeno para la germinacion.
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El nitrogeno organico suplementado a través de la peptona
suficiente para sustentar altas tasas de germinacidn. La adicién de
glucosa, extracto de levadura y una solucién completa de
vitaminas, a la condicidén anterior no evidencié un incremento en la
tasa de germinativa (no mostrado). Entre los aminoacidos
componentes de la peptona, -ninguno presentd un efecto
particularmente elevado en cuanto a sustentar una alta germinacion,
atn en presencia de glucosa (Tabla 5). Por lotanto, no existirfa algtn
aminodcido que pudiera actuar como un germinante especifico. El
efecto de cada aminodcido no se relacioné con alguna de sus
propiedades quimicas ellos, como el caracter dcido o basico por

ejemplo.

Se encontrd, ademas, que las esporas pueden germinar sobre
fuentes de nitrégeno inorganicas al ser estas incluidas en MG (Tabla
5). La significativa germinacién en amonio permitié definir una
condicién nutricional minima (medio minimo de germinacién, MMG),

donde estudiar el metabolismo involucrado en este proceso.

Hay que hacer notar qﬁe aun bajo Iés condiciones 6ptimas, la
aparici6n del tubo germinativo -evento final de la germinacion- se
observa desde las 8 h en adelante alcanzando el maximo a las 12h.
En el medio minimo este proceso fue mds lento (ver mas adelante
las Figuras 21A y 22).




Tabla 5
Efecto de fuentes de nitrégeno sobre la germinacion
de esporas aéreas de T. harzianum .

Fuentes de Porcentaje de
Nitrégeno germinacion
Orgdanicas
Peptona 95 +3
Arginina 8906
Ac. Aspartico 113
Ac. Glutamico 74+ 3
Serina 74 = 4
Alanina 87 =5
Glutamina 652
Urea 67 =4
Inorganicas
NH4(S04)2 635
NaNO3 203

(1) Las esporas fueron incubadas 12 h en MG, medio al que se
le sustituyé la fuente de nitrégeno por 20 mM del
compuesto indicado. La germinacién se evalué como el
porcentaje de esporas con tubo germinativo al final de la
incubacién.
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3.2.2. Cambios morfologicos durante la germinacién.

Una vez determinadas las condiciones bajo las cuales ocurre la
germinacion, se procedié a analizar la secuencia de eventos
morfologicos implicados, determinando cuales son especificos de la
germinacion. Estas alteraciones, se intentaron correlacionar con
cambios en la permeabilidad y actividad respiratoria de las esporas.
Para estos analisis, las esporas se incubaron en el medio MG con
peptona como fuente de nitrégeno, debido a que bajo tales

condiciones la germinacién es rapida y sincronica.

Una de los primeros cambios se observé sobre el grosor de la
pared (Figuras 20A, B). En efecto, el grosor de la pared externa de la
espora (capa W2) disminuye a la mitad durante la primera hora de
germinacién. Durante las primeras dos horas de germinacién ocurre,
ademas, una desaparicion de los cuerpos electrodensos y aparicién
de vesiculas periféricas, electrotransparentes. Estas tltimas,
parecen fusionarse con la membrana citoplasmatica, que se aprecia
particularmente retraida (Figura 20A, B v C). Tales observaciones
indican un desarrollo temprano de acti\{}dad metabodlica, aunque
durante este periodo “de tiempo se detecta una baja pero
significativa respiracion (menor que 0.5 pL de oxigeno/min/108
esporas, Figura 21A). Se observd, adem4as, vacuolas con material
electrodenso, cuyo aspecto granuloso sugiere degradacion (Figura 20
B). Vacuolas de este tipo no serian especificas del estado

germinativo, pues estuvieron presentes durante todo el proceso de




Figura 20. Cambios ultraestructurales durante la germinacién de
esporas de T. harzianum. Las esporas aéreas del hongo se
incubaron en MG. A distintos tiempos se tomaron muestras para
analisis mediante microscopia de transmision. A, esporas sin
germinar; B a F, 1, 2, 6, 8 y 10 h de germinacion, respectivamente.
Simbologia : EDB, cuerpos electrodensos; M, mitocondrias; Wy y Wp,
pared interna y externa de la espora; N, ntcleo; V, vacuola; pv,
vesicula periferica; edm, material electrodenso; ER, reticulo
endoplasmico; mi, invaginacién de membrana; mf, figuras de
membranas.
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Figura 21. Cambios morfolégicos y metabdlicos durante la
germinacién de esporas de T. harzianum: bajo condiciones Optimas.
Las esporas del hongo se hicieron germinar en MG. Se evalud en el
tiempo la aparicién del tubo germinativo y la captacién del
colorante azul de lactofenol. Como indicador metabdlico se evalué la
tasa de consumo de oxigeno (A). Paralelamente, las muestras se
procesaron para analisis mediante microscopia de transmisién y
evaluar el tamafio de la esporas y grosor de las paredes (B). Estos
ultimos datos provienen de la Figura 20.
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germinacion, incluso en esporas con el tubo germinativo

desarrollado (Figura 20 Ey F).

A partir de la cuarta hora en adelante, el tamafio de la espora
comenzo a aumentar de tamafo (Figura 21B). Esto coincidié con una
mayor permeabilidad de la espora, pues en tales momentos fue
capaz de captar colorantes como el azul de lactofenol (Figura 21A).
Esto indicaria alteraciones al nivel de la pared. Se observé también,
un aumento en el niamero de mitocondrias (Figura 20 C y D). Sin
embargo, solo posteriormente se detectd un consumo de oxigeno en

forma significativamente elevada (Figura 22A).

Las esporas de T. harzianum P1 -mononucleadas- sufren
division nuclear durante los tltimos estadios de la germinacion, es

decir, luego de 8h de incubacion.

En la zona de aparicién del tubo germinativo (Figura 20E), se
observo una especifica y polarizada degradacién de la pared externa.
Esta capa no se observa en la hifa (Figura 20F), indicando una

diferenciacién especifica de la capa W2 en la espora.
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3.2.3. Activaciéon metabdlica durante la germinacion.

Para elucidar la secuencia del establecimiento de los eventos
fisiologicos involucrados en la germinacion, y la dependencia de
éstos con respecto a la presencia de nutrientes exdgenos, las esporas

se hicieron germinar en el medio minimo de germinacién (M MG).

3.2.3.a. Actividad respiratoria.

El consumo de oxigeno comenzé a incrementarse
exponencialmente a partir de las 7 horas de germinacién en MMG
(Figura 22), precediendo a la aparicién del tubo germinativo.
Durante las primeras 5h de germinacién, se observé, una reducida
pero sostenida y significativa consumo de oxigenc {(menos de 0.3 uL
de Oz consumidos/min/108 esporas). Tal consumo fue totalmente
inhibido por cianuro (1 mM), indicando una real actividad
respiratoria. Esta actividad no se expresaria a niveles significativos
como para que permita analizar el efecto de los nutrientes exégenos

sobre su activacion.

3.2.3.Db. Sintesis de proteinas.
Las esporas incorporaron [MClleucina desde los primeros

momentos de germinacion en MMG. La incorporacién se incrementé
exponencialmente a partir de las 4 h de germinacion, precediendo a
la actividad respiratoria (Figura 22). lLa incorporacién del
aminoacido fue inhibida por cicloheximida tanto al comienzo como a
tiempos posteriores de la germinacién (Figura 23). Cabe notar que la

inhibicién sobre la incorporacién temprana fue menor que aguella
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Figura 22. Evolucién de la germinacién de las esporas de T
harzianum en MMG. Las esporas se hicieron germinar en MMG. Se
evalud en el tiempo la aparicién de tubo germinativo como indicador
de germinacién morfoldgica, la tasa de consumo de oxigeno como
indicador global de actividad metabdlica; y en forma particular, la
sintesis de proteina mediante la incorporacion de [C14]leucina en las
esporas.
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Figura--23. Efecto de cicloheximida sobre la incorporacién y
captacion de [C}leucina durante la germinacién de esporas de T.
harzianum. Las esporas se hicieron germinar en MMG, tomando
alicuotas a determinados tiempos que fueron sometidas a un pulso
con el precursor marcado. Se determiné la radioactividad total
asociada a la espora (captacién) y la presente en la fraccién
precipitable con TCA (incorporacién). Ambos actividades fueron
determinadas tanto en ausencia como presencia de 20 rg/mL de

cicloheximida (CHMDA).
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a tiempos tardios (50% vs 87%, Figura 23), lo que se podria deber a

problemas de permeabilidad del inhibidor.

Se utilizd la sintesis de proteinas como marcador de actividad
metabolica para evaluar el efecto de los nutrientes sobre su
activacion (Figura 24). En ausencia de la fuente de carbono o
nitrégeno del medio de germinacién, no se observo la incorporacién
exponencial presentada en el medio completo. Sin embargo, se
detectd una baja pero significativa y sostenida incorporacion de
[C14]leucina. Esta fue inhibida por cicloheximida (no mostrado). Esto
sugiere que condiciones que no permiten la germinacién
morfologica, pueden desarrollar algiin tipo de actividad metabodlica.
Debido a que la incorporacién no fue detectada al incubar las

esporas en agua, este efecto seria inducido por los nutrientes.

3.2.4. Metabolismo del nitrégeno durante la germinacion.

3.2.4.a. Niveles de aminocacidos endégenos libres en esporas de 7.

harzianum. _

Como se aprecia en la Tabla 6, los niveles de tales compuestos
alcanza casi un 0.8% del peso seco de las esporas sin germinar. Al
estar totalmente germinada (15 h de germinacidn), éstos se

incrementan en un 509%.
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Figura 24. Efecto de los nutrientes sobre la incorporacién de
[C¥leucina en esporas de T. harzianum. Las esporas del hongo se
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los tiempos indicados, alicuotas de los cultivos se sometieron a un
pulso de 15 min con el compuesto marcado.
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Tabla 6
Contenido de aminoacidos enddgenos libres en esporas de
T. harzianum con diferente estado germinativo

Contenido (ng/g seco de esporas)

Aminoacido
sin germinar(1) germinadas(2)
Ac. Aspartico 36 16
Ac. Glutamico 388 423
Asparragina 15 27
Serina 53 31
Glutamina 123 201
Glicina 16 12
Histidina 1 30
Arginina 43 20
Treonina 8 21
Alanina 42 231
Prolina 17 18
Tirosina 3 22
Valina 12 23
Metionina 16 12
Cisteina 1 1
Isoleucina 5 5
Leucina 10 40
Fenilalalina 4 5
Lisina 5 14
TOTAL 798 1152

(1) Esporas colectadas directamente de placas de AMLI.
(2) Esporas colectadas después de 15 h de incubacién en MMG,
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En las esporas sin germinar, glutamato y glutamina
representan casi la mitad del total de aminoacidos libres,
siguiéndoles en importancia serina, alanina, arginina y aspartato
que alcanzan cast un 20% (Tabla 6). En las esporas germinadas, en
cambio, glutamina, glutamato y alanina representan alrededor del

809% del total de los aminoacidos libres.

3.2.4.b. Evolucidn de los niveles de glutamina v glutamato durante

la germinacion.
Como se aprecia en la Figura 25A, durante las primeras 2

horas de germinacidn ocurre un cambio dramatico en los niveles de
los principales aminoacidos de las esporas sin germinar. En efecto,
el nivel de glutamina disminuye concomitantemente a un
aumento en el contenido de glutamato. Este Gltimo se mantiene
constante durante el resto de la germinacién, mientras que

glutamina se incrementa hasta casi los niveles iniciales.

Los cambios en el contenido de glutamina y glutamato son
equivalentes en términos molares (alrededor de 17 umoles/g
espora). Esto sugiere una transformacion de ambos compuestos,

implicando Ia presencia de actividad glutamina sintetasa.
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Figura 25. Metabolismo de compuestos nitrogenados durante la
germinacion de esporas de T. harzianum, Las esporas se hicieron
germinar en MMG, tomandose muestras a los tiempos indicados, las
cuales fueron procesadas para determinar los niveles de
aminoécidos (A) y se prepararon extractos libres de células para la
determinacion de las actividades enzimaticas (B).
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3.2.4.c. Enzimas involucradas en el metabolismo del nitrégenc

durante la germinacién.
El analisis de la actividad de las enzimas glutamina sintetasa

(GS) glutamato deshidrogenasa (GDH) y glutamato sintasa (GOGAT)
durante la germinacion mostré que GS se encontraria preservada en
las esporas sin germinar. En efecto, se detecté una significativa
actividad de GS en las esporas sin germinar, la que se conservo a
niveles constantes durante el resto de la germinacion (Figura 258).
Similar nivel de actividad se encontré presente en muestras de

micelio en activo crecimiento (Tabla 7).

GDHy GOGAT, en cambio, se encontraron a reducidos niveles
en la esporas sin germinar (Figura 25B). Después de dos horas,
ambas actividades se incrementaron. La mezcla de extractos
provenientes de esporas sin germinar con los de aquellas esporas
germinadas no evidencié una inhibicién significativa de las
actividades. Por lo tanto, la baja actividad inicial no involucraria la

presencia de inhibidores.

GDH presentd un notable incremenfb durante la germinacion
(Figura 25B). De hecho, su actividad aumentd en forma exponencial
hasta las 8 horas de germinacién. Tales niveles fueron cercanos a la
mitad de la actividad detectada en micelio creciendo activamente
(Tabla 7).
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Tabia 7
Actividad especifica de las enzimas involucradas en Ia asimilacién
del nitrégeno durante la germinacion y crecimiento
de T. harzianum.

" Actividad especifica

Condicion
de GS GDH GOGAT
cultivo (mU/mg) (AA/min/mg, 103) (AA/min/mg, 103)
Esporas
sin germinar{1) 16 = 4 113 17 =3
germinadas(2) 12 =5 427 + 6 34 =2
Micelio
Fase exponencial(3) 194 . 789 =5 32«3
Fase Estacionaria(4) 111 =6 1360 = 8 138 = 4

(1) Esporas colectadas directamente desde placas:con AMLI

(2) Esporas incubadas 8 h en el medio MMG.

(3) Micelio obtenido después de incubar esporas 24 hen el medio
MMG siiplementado con glucosa al 4%

(4) Micelio obtenido al igual que en (3) pero después de 96 h de
cultivo
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GOGAT, en cambio, duplicé su actividad a las dos horas de
germinacion, manteniéndose a tales niveles durante el resto del
proceso (Figura 25B). Los niveles alcanzados fueron similares a los
obtenidos en micelio cultivado hasta la fase de crecimiento

exponencial (Tabla 7).

Las tres enzimas analizadas incrementaron notablemente su
actividad en muestras de micelio colectado durante la fase de
crecimiento estacionaria. Esto Gltimo, se alcanza en el medio de
cultivo utilizado por consumo de la fuente de nitrégeno, indicando
que las actividades estarian sujetas a regulacién por nitrégeno
(Tabla 7).

3.2.4.d. Efecto de las condiciones de germinacién sobre la actividad

fisiolégica de glutamina sintetasa.
Por lo anterior, se determind si la actividad de glutamina

sintetasa respondia, in vivo, a la presencia de nutrientes exdgenos.
Las esporas fueron incubadas durante dos horas en el medio
minimo de germinacion, al cual se le omitié alguno de los nutrientes
principales. COmo se muestra en la Figu}a 26, la transformacién
glutamina/glutamato ocurrio adn en ausencia de nutrientes {(esporas
incubadas en agua). Esto sugiere que tal actividad no responderia a
una activacién especifica por los nutrientes, requiriendo solo la

presencia de agua.
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4. DISCUSION

Para el agente de biocontrol T. harzianum, se han estudiado
en profundidad las condiciones de produccidén y los mecanismos
involucrados en su actividad antagdnica (Lewis y Papavizas, 1991;
Goldman y cols., 1994). Actualmente, existen antecedentes que
hacen suponer que las esporas producidas por tejido aéreo poseerian
mejores caracteristicas como biopesticidas. Las caracteristicas de las
esporas asi producidas, que pudieran ser relevantes para el
biocontrol, no han sido estudiadas. Por lo anterior, en esta tesis se
estudiaron los factores relacionados con la adhesion y la
modalidad para desencadenar la germinacion de las esporas aéreas
de T. harzianum, procesos claves para el eficiente accionar de

biopesticidas bajo condiciones de campo.

Los primeros estudios realizados tuvieron como objetivo
verificar si las esporas aéreas poseian caracteristicas que
favorecieran su utilizacién como agente de biocontrol.

El primer lugar se analizaron los cambios que sufria la espora
durante su desarrollo ontogénico en tejidos aéreos, de modo de
determinar las estructuras propias mas importantes. Bajo las
condiciones en que se indujo la esporulacién aérea en la cepa P1, se

obtuvo una poblacién homogénea de esporas. El desarrollo

ontogénico observadc sugiere que las esporas "madurarian” sobre
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la fialide hasta su estado final. En este proceso se apreciaron
importantes alteraciones a nivel del grosor de la pared y
pigmentacion. Esto ultimo es similar a lo descrito en Aspergillus
nidulans, donde el color verde de las esporas maduras esta mediado
por la actividad de una sintetasa especifica de la espora (Mayorga y
Timberlake, 1992).

La caracteristica ultraestructural y citoldgica més notable de
las esporas aéreas a nivel intracelular lo constituyd la escasa
presencia de organelos celulares. Tales esporas, inicialmente son
refractarias a captar colorantes y s establecen un metabolismo
activo solo después de 5 h de activada la germinacién. Todo lo
anterior indica que las esporas aéreas se encontrarian en un estado

de latencia.

La viabilidad de las esporas dereas fue menos afectada frente
a radiaciones UV y bajo condiciones de almacenamiento que las
esporas obtenidas en cultivo sumergido. Esto permite aseverar que
las esporas aéreas serian mas longevas que las producidas en

medios liquidos.

Las mayor resistencia a la radiacién UV podria relacionarse
con la presen(;ia de pigmentos en la pared de la espora y al grosor
de la misma. Si bien tanto las esporas sumergidas como las aéreas
son pigmentadas, estas ultimas por poseer una pared de mayor

grosor y- posiblemente un mayor contenido de pigmento,
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presentarian una barrera mas significativa contra la radiacion.
Aungque la presencia de pigmentos no se analizé directamente, se
podria especular acerca de la pfesencia de poder reductor en la
superficie de la espora, como un mecanismo de defensa contra
agentes fotosensibilizadores (Cooperman-Sollod y cols., 1992). No se
sabe si las esporas flingicas poseen algun sistema especial de
proteccién del DNA especifico para su estado de latencia, como el

descrito en endosporas bacterianas (Setlow, 1988).

Por otro lado, la mantencion de ia viabilidad de las esporas
bajo condiciones de almacenamiento ha sido atribuida a varios
factores. Entre éstos, se encuentra el estado anhidrobiético de las
esporas (Fahey y cols., 1978, Crowe v Crowe, 1992), compuestos
endégenos como la trehalosa (Jin y cols., 1992) y la presencia de
ciertos componentes de la matriz extracelular (Nicholson y Moraes,
1980).

La trehalosa se encuentra comunmente en esporas fingicas,
asi como en microoganismos resistentes a deshidratacién (Crowe y
Crowe, 1992). Ha sido relacionada con la::termotolerancia, asi como
con la estabilizacién de membranas celulares en ambientes
anhidrobidticos, permitiendo la sobrevivencia de organismos bajo
tales condiciones (Crowe y Crowe, 1984; 1992; Wiemken, 1990). En
levaduras, sin embargo, se debate actualmente si la trehalosa es un

agente de protecciéon o compuesto de reserva (Wiemken, 1990). La

termotolerancia en levaduras, por ejemplo, dependeria
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exclusivamente de trehalosa solo durante los primeros momentos
del estrés térmico. Para una termoproteccién mantenida en el
tiempo, se requeririan proteinas inducidas especificamente por el
estrés térmico (Nwaka y cols., 1994). El contenido del disacarido no
correlacioné con la resistencia de las esporas aéreas y sumergidas,
sugiriendo la participacién de otros factores. En las esporas aéreas,
los niveles de trehalosa presentes podrian ser suficientes para
efectos de mantencion de la viabilidad dependiendo de su

localizacion subcelular {Crowe y Crowe, 1984; 1992).

Por otro lado, la presencia especifica de la capa externa de la
pared de la espora fue particularmente significativa, en relacion a la
resistencia de estas células. La capa externa de la pared (Wz) esla
primera en ser sintetizada durante la ontogenia de las esporas
aéreas, desaparece en la zona de emergencia del tubo germinativo y
esta ausente de la hifa. Asi, W2 seria la primera defensa de la espora
contra agentes externos y podria constituir un factor critico de
viabilidad y longevidad. El hecho que las esporas sumergidas se
observen colapsadas en los anél_lisis' de microscopia de barrido
(FiguralOB) guarda relacion con lo anterior. Ademas, se ha
observado que esporas producidas en medios liquidos bajo
condiciones de cultivo que inducen la ausencia de la pared externa,
tienen una baja viabilidad inicial, la cual no es mantenida durante el

almacenamiento (Agosin y cols., 1995).
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Las esporas producidas en medios liquidos, por su parte,
fueron morfolégica, bioquimica y funcionalmente diferentes de
aquellas producidas por micelio aéreo. La capacidad de captar
colorantes, el tamaifio y la presencia de organelos en las esporas
sumergidas concuerdan con las caracteristicas de una célula
metabolicamente activa. Estas se asemejan a las de una espora en
germinacién (Ekundayo y Carlile, 1967; Rosen y cols., 1974).
Generalmente, la germinacién hace que se pierdan ciertas
caracteristicas iniciales de la espora (Van Etten y cols, 1983), como
por ejemplo la termoresistencia en el caso de T. viride (Spiegel y

cols., 1975).

Por lo tanto, las esporas producidas sobre tejido aéreo,
poseerian mejores atributos. como agente de biocontrol
constituyendo, entonces, el propagulo mas adecuado para aplicar T.

harzianum como biospesticida.

La hidrofobicidad fue una de las caracteristicas diferenciales
antre ambas esporas que resulté de gran interés por las ventajas
comparativas que tal propiedad le confelfiria a las esporas aéreas.
En efecto, se ha propuesto que la hidrofobicidad protegeria las
esporas contra deshidratacion debido a la repelencia al agua,
serviria para dispersar las esporas en el aire (Beever y Dempsey,
1978) y favoreceria la adhesion de las esporas a superficies

hidrofébicas (Boucias, 1988, Doss y cols., 1993). Esto altimo,

repercutiria en una rapida y efectiva adhesion sobre hojas, frutosy
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otros sustratos para una posterior colonizaciéon (Doss y cols., 199_%;

Gareth, 1994).

e

Hasta la fecha, la hidrofobicidad habia sido relacionada con un
tipo especial de estructura conocida como "rodlets”. Este tipo de
estructura no fue encontrada en las esporas aéreas de T. harzianum.
En ciertos casos, como el descrito para el dermatofito Trichophyton
mentagrophytes (Hashimoto y cols., 1976), tales estructuras han
podido ser observadas solo al criofracturar las muestras, sugiriendo
algiln tipo de inestabilidad a temperatura ambiente. En el caso del
patdégeno del tracto respiratorio humano Coccicoides imminitis
(Cole, 1986), se encontré localizado en la interfase entre las capas
externas e internas de la pared. Los "rodlets" tendrian una
naturaleza proteica (Hashimoto y cols., 1976; Beever y cols., 1979;
Cole vy Pope 1981,) vy se han asociado con la presencia de
hidrofobinas de clase I (Wessels, 1994). Es por lo tanto factible, que
la ausencia de tales estructuras en las esporas de T. harzianum se
deba a la ausencia de tal tipo de proteinas. Esto concuerda con el
hecho de detectar en las esporas del hongo en estudio, proteinas
con caracteristicas similares a las hidrofof;inas de clase II {Wessels,
1994).

Varios hechos apuntan a la presencia de hidrofobinas de clase
Il en esporas aéreas de T. harzianum. Las extracciones acuosas de
compuestos asociados a la pared externa y la espuma de los medios

de cultivo en donde se produce la esporulacién, presentan un gran
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numero de fibras o "agujillas” cristalinas (no mostrado) tales como
las observadas en extractos de ceratoulmina (Takai y cols., 1980:;
Russo y cols., 1982). Tres proteinas extraidas de las esporas (P18,
P10 y P8) estdn inmunologicamente relacionadas con las
hidrofobinas de T. reesei. Tales proteinas mostraron propiedades
de solubilidad similares a las observadas para ceratoulmina y
criparina (Russo y cols., 1982; Carpenter y cols., 1992).
Geneticamente, T. harzianum poseeria varios genes homodlogos a
nfb2 de T. reesei (Figura 16A). Uno de tales genes, fue aislado y
se sobreexpresa fuertemente bajo condiciones de esporulacion

(Figuras 16B, 17-19).

La plena identificacién de P18, P10 y P8 como hidrofobinas se
podra realizar al disponer de la secuencia de las mismas. La
determinacién de la secuencia nucleotidica del gen clonado de T.
harzianum homoélogo a hfb2 permitira una fehaciente identificacion
tanto del gen mismo como el de su putativo producto como
hidrofobinas. En T, reesei, hfb2 codificaria para una proteina con
una masa molecular, deducida de la secuencia del gen, de 7.2 kDa
(Nakari y cols., 1995b). Es probable ent:)nces que el gen clonado
codifique para élguna de las proteinas de menor masa molecular, P8
o P10. Recientemente se obtuvieron los primeros resultados de los
analisis de la secuencia amino terminal de P18 y P10 (13 y 9
residuos respectivamente, gentilmente realizado por Nisse
Kalkkinen, Universidad de Helsinki, Finlandia). Para P8 no fue

posible obtener tal informaciéon por encontrase quimicamente
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blogueada. Para ambas, las secuencias fueron diferentes y la
comparacién con otras hidrofobinas no arrojo similaridad. Solo la
disponibilidad de un mayor namero de residuos permitira realizar

comparaciones mas concluyentes.

La relacion entre las proteinas P18, P10 y P8 no fue analizada
en detalle en este trabajo. Los resultados de esta tesis indican que al
menos P18 no representaria una forma dimérica de las proteinas
mas pequefias. Las putativas hidrofobinas podrian representar
productos de diferentes genes o diferentes modificaciones de una
sola proteina. Debido a que solo un gen de hidrofobina homdlogo a
hfb2 se expresa durante la esporulacion, una sola proteina de tal
tipo deberia estar presente. Las secuencias amino terminales de
P18 y P10 fueron diferentes, indicando que corresponderian a
péptidos diferentes. Estos podrian originarse por protedlisis de algin
precursor. Tal situacién pareciera darse en T. reesel En efecto, de
las tres proteinas extraidas con ACN/TFA desde las esporas solo las
dos de mayor masa molecular reaccionan con el anticuerpo antiHFBl
(Nakari y cols., 1995b; ver Figura 12). Estas altimas, poseen idéntica
secuencia amino terminal, indicando qile corresponderian a la
misma proteina.' Para el caso de T. harzianum, la reaccién cruzada
de las putativas hidrofobinas con el anticuerpo antitiFB1 indica Ia
presencia de epitopes en comin y por lo tanto cierta relacién entre
las proteinas. Si P18 y P10 derivaran de la misma proteina, la
modificacion del precursor deberfa ocurrir intracelularmente

debido a que no se ‘detecté una proteina de alta movilidad

Bl
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electroforética y alta reactividad con los anticuerpos en las
extracciones de las esporas. La elevada antigenicidad de P18 podria
involucrar residuos glicosidicos. La presencia de tales residuos ha
sido invocada en aquelios casos en que las hidrofobinas presentan
diferencias entre su masa molecular deducida de la secuencia del
gen y la determinada mediante métodos electroforéticos (Wessels ¥
cols., 1991, Zhang y cols., 1994). La presencia de sefiales de
glicosidacion en algunos genes de hidrofobinas, sustentan tal

presuncion (Zhang y cols., 1994).

La deteccidén de las proteinas P18, P10 y P8 estuvo siempre
ligada con las esporas o condiciones de esporulacion. Mediante la
técnica de Western, usando suero antiHFB1, tales proteinas no se
detectaron en extracciones de micelio aérec o sumergido. El hecho
que el gen clonado de T. harzianum homdlogo a hfb2 haya
manifestado un bajo pero significativo nivel de expresién bajo
condiciones vegetativds, sugiere que alguna de las proteinas no
serfan especificas de la espora, pero cumplirian un rol importante en
ellas. Esto concuerda con no detectar las putativas hidrofobinas en
micelio vegetativo, lo que probableménte se deba a que se

encontarian a niveles muy bajos.

La expresion del gen clonado de T. harzianum homodlogo a
hfb2 ante limitacién de nutrientes concuerda con que tales
condiciones, generalmente, inducen la esporulacion en hongos

(Dahlberg y Van Etten, 1982). Los genes de hidrofobinas ssgA de
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Metharhizium anisopliecae (St. Leger y cols., 1992), mpgl de
Magnaporthe grisea (Talbot y cols., 1993) y eas de Neurospora
crassa (Sokolovsky y cols., 1992; Kaldenhoff y Russo, 1993)
presentan similar tipo de regulacién El hecho que en tales
experimentos, no todas las condiciones de limitacién se asociaran con
altos niveles de esporulacion, radicaria en el hecho que tal proceso
dependeria de las relacion carbono/nitrégeno del medio (Agosin y
cols., 1995). La baja pero significativa y transiente expresion del gen
clonado de T. harzianum homologo a hfb2 en el medio con glucosa
y nitrégeno resulta intrigante. Este comportamiento podria estar
relacionado con el estrés que significa para el hongo cambiar de un
medio nutricionalmente enriquecido a otro que representa una

condicién minima.

En T. harzianum P18, P10 y P8 se encontrarfan en dos
fracciones diferentemente asociadas a las esporas aéreas. Tal
caracteristica no ha sido descrita en otros sistemas y constituiria
una particularidad de Trichocderma. De hecho, se ha observado una
situacion snmlar en T. reesei (G. Munoz y T. Nakari, datos no
publicados). Esta diferencial asociacion se podrla relacionar con un

rol funcional y estructural de tales proteinas.

Asi, una fraccién tendria una asociacién mas débil y por ende
mas 1abil con la pared de la espora, pero seria la que contribuye al
caracter hidrofébico. En efecto, la extraccién con agua y solventes

medianamente polares extraen tanto el caracter hidrof6bico como
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las putativas hidrofobinas de las esporas. Generalmente, la
hidrofobicidad ha sido relacionada con la presencia de una
hidrofobina de clase I (Wessels ,1994). La presencia de mas de una
hidrofobina en un microorganismo solo ha sido descrita para S.
commune (Schuren y Wessels, 1990), T. ressei (Nakari y cols,
1995b) y recientemente A. nidulans (Stringer y Timberlake, 1995).
Solo en este ditimo, dos hidrofobinas de clase I, RODA y DEWA,
participarfan en el caracter hidrofébico de las esporas. Por lo tanto,
T. harzianum podria representar el primer caso en el que mas de

una hidrofobina de clase 1l estan involucradas con la hidrofobicidad.

Las putativas hidrofobinas de T. harzianum, junto con otros
componentes superficiales, podrian mediar la adhesion a superficies
hidrofébicas como las presentes en el la filésfera. En S. commune, la
adhesién del hongo a una superficie hidrofébica como Teflon®
estaria mediada por la hidrofobina SC3. 'En este hongo, la proteina
fue localizada en la interfase pared/ Teflén®, mientras que la unién a
esta superficie fue bastante reducida en un mutante del gen sc3
(Woesten y cols., 1994b). La identificacién y aislamiento de los genes
que codifican para P18, P10 y P8 permitiran elucidar

fehacientemente la funcién propuesta.

Los primeros ensayos para detectar P18, P10 y P8 én la
superficie de las esporas, utilizando técnicas inmunologicas, no
fueron exitosos. Los anticuerpos no reconocerian las proteinas en su

forma nativa o bien éstas se encuentran bajo una forma o

1
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estructuracién que dificulta el reconocimiento por el anticuerpo. Por
otro lado, ceratoulmina y criparina estan presentes en estructuras
aéreas de los hongos que las producen (Svircev y cols., 1988;
Carpenter, 1992). En O. ulmi se observa un material tipo "tela de
arafia” que cubre las hifas y las esporas (Svircev y cols., 1988). Este
material es similar al observado en las esporas aéreas de T.
harzianum vy que estd ausente en las sumergidas (Figura 9). Es
probable, entonces, que las hidrofobinas de clase II se encuentren
en las superficies del tejido fungico formando parte de tal tipo de

material.

Las proteinas P18 v P10 se encontrarian, ademas, presentes
en las esporas aéreas de T. harzianum en una segunda fraccion
extraible solo con tratamientos drasticos. En esta fraccién, ambas
prdtéinas cumplirian un rol mas bien estructural. Podrian estar
inmersas dentro de la pared externa o interaccionando mas
fuertemente con otros componentes de la misma. Esto disminuye
parcialmente el caricter hidrofébico, como lo indicé la hidratacion
mas lenta £ie las esporas extraidas con agua comparadas con las
sumergidas en el ensayo de hidrofobicidaci

Las caracteristicas topoldgicas y bioquimicas de P18, P10 v P8
llevan a proponer que durante la esporulacidén aérea estas proteinas
junto a otros componentes de la pared, se ensamblarfan formando

una gruesa pared externa. Esta pared mantendria aislada a Ia

espora del medio ambiente, facilitando el establecimiento vy la
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mantencién del estado latente. Por otro lado, le otorgaria a las
esporas aéreas una propiedad funcional como la hidrofobicidad. Esto
Gltimo, facilitaria su dispersién aérea y adhesion a ciertas
superficies y sustratos. Al producirse la esporulacién en medios
liquidos, la agitacién del medio y la solubilidad de los componentes
de la pared externa facilitarfan que éstos se liberen al medio. Esto
generarfa una espora con una delgada pared externa. Tal espora,
podria facilmente interaccionar con el medio externo, lo que podria
activar el metabolismo germinativo. Las esporas sumergidas
enfrentan largos tiempos de exposicion a medios de cultivo que no
soportan crecimiento (Agosin y cols., 1995). Esto conduciria al
desarrollo de un metabolismo particular, en donde podrian ocurrir
reacciones de deterioro celular o senescencia, como los observados
en granos y semillas (Stanley, 1991). Esto, afectaria la viabilidad

inicial y la longevidad de las esporas sumergidas.

Por lo tanto, la modalidad de cultivo afecta notablemente las
caracteristicas de las esporas de T. harzianum. La modalidad de
cultivo sobre sustrato sélido seria clave para producir esporas con
alta viabilidad y longevidad. Las espc;ras' asi producidas, no
requeririan de formulaciones muy sofisticadas para facilitar su
establecimiento y mantenerse viable en la filésfera, teniendo por lo

tanto una mayor persistencia en el campo.
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Sin embargo, para que las esporas de T. harzianum funcionen
eficazmente como biopesticidas, éstas deben ser capaces de expresar
su actividad antagénica. Esto implica desarrollar rapida y
exitosamente la germinacién. Es por esto que, una parte de esta
tesis consistié en estudiar el comportamiento germinativo de las
esporas aéreas. Para esto, se realizaron estudios in vitro, como una
primera aproximacién para la comprension de lo que pudiera

acontecer en el campo.

A este respecto, lo primero fue determinar las condiciones
6ptimas para el desarrollo del tubo germinativo en la cepa P1. La
germinaciéon fue 6ptima a pH 4.0, lo que concuerda con el hecho que
Trichoderma, en la naturaleza, se encuentra usualmente en suelos
acidos (Danielson y Davey, 1973; Eveleigh, 1985). Ademas, la cepa
P1 ha mostrado, en cultivos liquidos, crecer mejor a valores bajos
de pH (Agosin y cols., 1995), sugiriendo que tal condiciéon
favoreceria el estado vegetativo. El rango 6ptimo encontrado para la
temperatura, a su vez, correlaciona con el hecho que la mayoria de
las especies de Trichoderma se encuentran en regiones templadas
(Eveleigh, 1985). El efecto negativo que filVO sobre la germinacion
valores de actividad de agua inferiores a 0.98, significaria que las
esporas del hongo requeririan de una alta humedad para germinar.
Esta puede ser alcanzada solamente durante lluvias o lloviznas,
neblina y rocfo, particularmente en el suelo, habitat natural de este

género.
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La actividad del agua, comummente utilizada tanfo para
evitar contaminacién microbioldgica como para mantener inoculos
viables, se relaciona con la humedad relativa (Han-Hagerdal, 1986).
Esta diltima, a su vez, presenta grandes variaciones bajo condiciones
de campo al igual que la temperatura (Magan, 1988; Arauz y Sutton,
1989). La temperatura y la humedad relativa serfan los factores
abiéticos mas gravitantes sobre el crecimiento de los

microorganismos en el ambiente.

Para sostener la germinacién, nutricionalmente, las esporas
aéreas requirieron de la presencia de fuentes de carbono y
nitrégeno. Tal tipo de requerimientos habian sido descritos para la
germinacion de esporas en otras especies de Trichoderma (Martin
y Nicholas, 1970; Danielson y Davey, 1973; Spiegel y cols., 1975;
Jakson y cols., 1991). Esta depéndencia indica que tales esporas no
contendrian  almacenados compuestos enddgenos a niveles
suficientes para cobviar la suplerﬁentacién ex6gena. Por lo tanto,
nutrientes como los mencionados deberian ser incluidos en la

formulacion de preparados de esporas.

Los resultados indican que los nutrientes exégenos, ademas
de sustratos, podrian actuar como seflales desencadenando de
alguna manera el desarrollo de actividad metabdlica, sin culminar en
la aparicién del tubo germinativo. Similar situacién ha sido descrita
en N. crassa (Bonen vy Brambl, 1983) y levaduras (Thevelein, 1991),

por lo que la existencia de sensores especificos para tales
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compuestos que desencadenen, al menos transientemente la
actividad metabdlica es problable. Para el estudio de este fenémeno

es importante disponer de un marcador temprano de la germinacion.

Aun bajo las condiciones éptimas, la germinacion se desarrolid
en un largo lapso de tiempo. Esto indica que las esporas aéreas no
estan preparadas enddgenamente para desarrollar un rapido
proceso germinativo. Dos aspectos podrian estar involucrados en tal
comportamiento, uno de orden ultraestructural y el otro relacionado

con la disponibilidad de reservas endogenas.

Durante las primeras 4 h de germinacién se observaron una
serie de cambios en cuanto al aspecto y presencia de organelos
celulares lo que derivo finalmente en la aparicion de una espora con
el aspecto tipico de cualquier célula activa. Los cuerpos
electrodensos situados preferentemente en la periferia del
citoplasma han sido previamente observados en esporas de Botrytis
cinerea (Buckley vy cols., 1966; Gully Trinci, 1971) y Trichoderma
viride (Rosen y cols., 1974). A tales inclusiones subcelulares, se les
ha asignado un rol de reserva de maté:rial lipoproteico para el
ensamble de organelos membranosos durante la germinacién. La
desaparicién temprana de estos cuerpos durante Ia germinacion del
hongo en estudio, guarda relacion con tal rol. Concomitantemente,
se observé una reducida actividad metabdlica global (Figuras 21 y
22). Esto indicaria una transicién citolégica de la espora desde el

estado latente hacia otro intermedio, que pueda sustentar la
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actividad requerida para el establecimiento del estado vegetivo,

objetivo final de la germinacion.

En cuanto a la reserva de sustratos endégenos, se encontro
que la disponibilidad de aminoacidos pareciera ser un aspecto clave.
Efectivamente, la germinacién ocurre sincrénica y rapidamente en
medios con peptona o en presencia de algunos aminoacidos como
fuentes de nitrégeno del medio de germinacién. Por otro lado, en los
experimentos para analizar la sintesis de proteina, se encontrd que
casi la totalidad de ia leucina radioactiva que ingresa a la espora es
incorporada en la fraccién proteica (Figura 23). Los niveles de
aminoéacidos libres totales fueron de alrededor del 0.8% del peso
seco de la espora y se mantuvieron relativamente constantes
durante la germinacién, indicando una alta demanda de tales
compuestos. Interesantemente, los niveles de aminoacidos en T.
harzianum son 3 véces mas bajos que el reportado en conidias de N.
crassa, hongo cuya germinacioén ocurre entre 4 a 5 h (Schmidt y
Brody, 1975; Bonen y Brambl, 1983), tiempo tres veces menor qile
el de T. harzianum. Aunque a bajds niveles, los principales
aminoacidos acumulados en las ﬁaloconiglias del hongo en estudio
fueron glutamina y glutamato, similar a la descrito en esporas con
rapida germinacién (Schmidt y Brody, 1975; Klein y cols., 1990).

La via de utilizacién del glutamato acumulado en T. harzianum
fue diferente a la descrita p:ara N. crassa (Schmidt y Brody, 1975).
En efecto, en los andlisis de aminoacidos no se detecto la presencia

k3
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de y-aminobutirato ni significativos aumentos en alanina, sino que se
incrementd el contenido de glutamina concomitante a Ia
disminucion de glutamato. Esto indicé actividad de glutamina
sintetasa, que fue detectada ain en esporas sin germinar. Segin los
niveles de transformacion observados, se transformarian alrededor
de 17 pmoles del aminodcido por gramo de espora. Se requeririan
similares concentraciones de amonio y ATP. Este altimo compuesto
deberia, por lo tanto, estar presente en las esporas, indicando una
disponibilidad de energia. Altos niveles de ATP han sido detectados
en esporas de N. crassa (Slayman, 1973), D. discoideum (Klein y

cols., 1990) y levaduras (Thevelein y cols., 1984).

El significado fisioldgico de la sintesis temprana de glutamina
durante la germinacién es por el momento desconocido. Se podria
especular acerca de una sefial secundaria para desencadenar o
preparar el desarrollo de otros eventos. Para glutamina, ha sido
propuestc un rol de correpresor en el sistema de represion
catabdlica por nitrégeno, indicando intracelularmente el nivel de
material nitrogenado externo (Marzluf, 1981). Desde un punto de
vista metabdlico, el rapido ‘funcionafhiento del ciclo gin/glu
consumiria ATP y NADPH, generado o preservado en la espora,
inhibiendo el desarrollo de otros eventos dependientes de energia y
poder reductor. Estos Gltimos, quedarian disponibles para otras
actividades al satisfacer glutamina las demandas celulares de

aminoacidos (Mora, 1991). Esto podria explicar el largo periodo -4
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h- en que se aprecia una reducida actividad metabdlica, antes que

ésta se manifieste a tasas exponenciales.

La preservacién de glutamina sintetasa en las esporas latentes
de T. harzianum no deja de llamar la atencion. Esto constituye una
particularidad de esta especie y podria ser una generalidad para el
género. En N. crassa, en cambio, esta enzima se sintetiza de novo
desde el comienzo de la germinacién, no encontrandose su RNAm en
la poblacién de aquellos RNA preservados (Hansberg y cols., 1979).
Resultados preliminares indican que glutamina sintetasa se
encontraria asociada a la fracciéon microsomal en las esporas no
germinantes de T. harzianum. En otros hongos, solo se ha descrito
una forma citosélica (Palacios, 1976; Mora, 1991). Esto podria
relacionarse con la forma particular bajo la cual es preservada,

pudiendo ser liberada durante la fase vegetativa.

La actividad de glutamina sintetasa se manifesté in vivo
incluso en ausencia de nutrientes. Esto indica que el desarrollo de
ciertas actividades de la germinacién requeririan solo la presencia
de agua. Si suponemos que las esporas aiéreas de T. harzianum se
encuentran inicialmente en un estado anhidrobidtico, la entrada de
agua permitiria que se establescan las condiciones fisicoquimicas
necesarias para el desarrollo de actividadas enzimaticas y reacciones

quimicas en general (Fahey y cols., 1978).
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la entrada de agua a la espora, asi como de nutrientes
exbgenos, se dificultaria por la hidrofobicidad superficial y por el
grosor de la pared externa de las esporas aéreas de T. harzianum.
Por lo tanto, para que se induzca o desencadene la germinacion los
componentes hidrofébicos deberfan liberarse y el grosor de la
pared externa reducirse. Esto podria ser considerado como la
activacion de la espora, tal como para otros sistemas lo son el shock
térmico o el uso de compuestos quimicos especificos (Van Etten y
cols., 1983). Si bien en los experimentos descritos en esta tesis, el
"adelgazamiento” de la pared externa concomitante a la pérdida de
la hidrofobicidad fue un artefacto experimental, en la naturaleza
podria ocurrir al establecerse un ambiente con alta humedad o
agua libre adyacente a la espora. Esto podria llevarse a cabo gracias
a la lluvia o neblina, lo que sumado a la agitacion ocasionada por
goteo y el viento, facilitarian Ia liberacion de las proteinas mas

superficiales de interaccién débil con la pared.

Una vez activada la espora, el desarrollo de los diferentes
eventos implicados va a depender de las condiciones exdgenas. Si
estas ultimas son apropiadas; los éventos germinativos se
desarrollarian secuencialmente hasta la aparicién del tubo
germinativo. Los resultados de esta tesis concuerdan con lo
propuesto por Brambl (1981), en el sentido que la germinacién no
dependeria de un solo estimulo, sino que se desarrollaria gracias a la
interaccién e interdependencia de diversas respuestas metabodlicas

frente a maltiples estimulos que inician la germinacién.
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Los resultados obtenidos en este trabajo permiten definir un
cuadro sobre el comportamiento de las esporas aéreas de T.
harzianum como el que se presenta en la Figura 27. Las esporas
aéreas serfan producidas bajo un estado de latencia, sin actividad
metabolica detectable y separadas del medio por una gruesa pared
(estado I). Sobre la pared, se encontrarian componentes que le
conferirian cierta hidrofobicidad a las esporas. Esto dltimo, le
otorgaria resistencia a las condiciones externas, facilitaria su
dispersion en el aire y adhesion a superficies tales como hojas y
frutos. La liberacidon de los componentes hidrofébicos mas externos
de la pared permitiria Ia captacién de agua y nutrientes del medio
externo (estado II) desencadenado algunos eventos germinativos.
Durante las primeras 4 h siguentes de tal activacion, se desarrolla
unha fase de transicidén (estados II al III), o reorganizacidon
ultraestructural, hacia un estadd metabolicamente activo de la
gerrhinaéién (estado III). Durante el estado III se desarrollan una
serie de eventos en secuencia, como sintesis de protéina y
respiracién para culminar con la aparicion del tubo germinativo
(estado IV). Esto implica el establecimiento de la fase vegetativa
pudiéndz) expresarse el antagonismo (estacio V).

Dentro de este ‘esquema, las esporas producidas bajo

condiciones de cultivo liquido se encontrarian distribuidas en una

poblacién heterdgena, comprendiendo las estados 1l al V.
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Figura 27. Resumen esquematico del comportamiento de las
esporas de Trichoderma harzianum durante su estado de latencia,
induccion y desarrolio de la germinacion. A, evoluciéon morfolégica.
B, divisién de las fases y estados de la germinacion. La escala de
tiempo presentada se relaciona con las condiciones éptimas de
germinacién. Cuadrados y circulos representan componentes
hidrofébicos de superficie, Ver los detalles en el texto.
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5. PROYECCIONES.

Con respecto a las putativas hidrofobinas ligadas a la espora :

- Fl anélisis de la secuencia del gen clonado permitira
relacionarlo con las hidrofobinas e identificar su producto.

- La inactivacion de tal gen permitird evaluar el aporte de la
proteina sobre propiedades de la espora como hidrofobicidad,
longevidad y estructura de la pared externa.

- Por su ubicacién externa serviria como modelo de estudio
para la ubicacién de proteinas en la pared externa. Esto podria
permitir ubicar en la superficie de la espora enzimas activas contra

el patégeno a controlar, potenciando el efecto antagonico.

Con respecto a la presencia de glutamina sintetasa en la
espora: k

- Aparece como un sistema para estudiar la acumulacion de
factores especificos dentro de la espora. Esto permitirfa acumular y
analizar el potencial de algunos factores con la longevidad.

- Debido a su asociacién con la fraccién microsomal en la
espora latente, aparece de interes evalaar si permance bajo tal
asociaciéon o si es liberada durante el establecimiento de la fase

vegetiva.
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6. CONCLUSIONES.

1. La modalidad de cultivo empleada para producir esporas influye
sobre las propiedades de las mismas. Las esporas aéreas
poseerian mejores atributos para aplicar T. harzianum como

biopesticida.

2. La pared externa, especifica de las esporas y notablemente mas
gruesa en las aéreas, contendria factores que otorgarian el
caracter hidrofébico a las mismas. Esto podria relacionarse con la

longevidad y adhesion a determinadas superficies.

3. Las esporas aéreas poseerian al menos tres proteinas tipo
hidrofobinas de clase II asociadas a la pared externa que le
podrian otorgar el caracter hidrofébico. Tales proteinas estéan
presentes en dos fracciones diferencialmente asociadas a las
esporas aéreas. Se encuentran ausentes en las esporas de medio

liquido pero se acumulan en el medio de cultivo.

4. Las esporas aéreas de T. harzianum no tendrian una constitucion

enddgena, en términos ultraestructurales y de precursores,

suficiente para sostener una rapida germinacion.
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5. 1a activacidn de la espora requiere de diversos estimulos como la
liberacion de una fraccién de las proteinas externas de la pared,
condiciones levemente acidas, altas temperaturas y humedad,

ademas de la presencia de fuentes de carbono y nitrégeno.

6. Los eventos metabdlicos involucrados en la germinacion se
desarrollarian en forma secuencial para establecer el estado

vegetativo.

7. La enzima glutamina sintetasa, preservada en la espora, daria
cuenta de la temprana metabolizacion de glutamato a glutamina.

Este evento puede ser activado bajo condiciones que no sustentan

germinacion morfologica.
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