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EFECTO DE CATIONES SOBRE LA PRODUCCION Y ACTIVIDAD DEL SISTE¬

MA CELULASA DE NECTRIA CATALINENSIS (FUNGI, ASCOMYCETES)

Por ALEJANDRO G. PARDO* y FLAVIA FORCHIASSIN*

Summary Effect of cations on cellulase system production and activity of Nectria catalinensis. (Fungi,
Ascomycetes).The effect of Ca**, Mn**, Fe*+*and Zn**on cellulolytic enzymes (endoglucanase, exoglucanase,
cellobiase and (3-glucosidase) production and activity, and cellulose degradation, in Nectria catalinensiswas
assayed. Optimal concentrations of all the cations tested for cellulase system production were achieved.
Ca** was the only cation that enhanced the cellulose degradation in this fungus. With respect to the activity
of the different types of cellulases, no cofactors were required. Nevertheless, Zn**concentrations higher than
1 mM inhibited cellulase activities. In the same way, Mn** was inhibitory.for endoglucanaseand exoglucanase
activities, in concentrations higher than 1 mM and 1pM, respectively.

INTRODUCCION Hypocreales, cuyo hábitat natural son troncos muertos
de Gleditsia triacanthos (Lima et al, 1988). Estudios1

La degradación de celulosa por intermedio de los previos (Pardo y Forchiassin, 1994) han demostrado
hongos se lleva a cabo mediante la acción sinérgica ¡a actividad celulolítica de esta especie. El objetivo del
de un sistema muítienzimático, extracelular, que presente trabajo fue el de determinar el efecto de
cataliza la hidrólisis del polímero a unidades de ciertos cationes sobre la producción del sistema
glucosa y está sujeto a inducción y represión celulolítico y la biodegradación de celulosa por
catabólica (Sternberg, 1976; Brown, 1983; Ryu y Nectria catalinensis, in vitro; así comosu efectosobre la
Mandeis, 1980; Sternberg y Mandeis, 1982), siendo el actividad de las distintas enzimas del complejo
inductor real un producto soluble de la hidrólisis de
celulosa.

celulolítico. La presencia de iones metálicos como
micro o macronutrientes esenciales y específicos ha

Las celulasas fúngicas están constituidas básica- s¡do demostrada para numerosos hongos, como fun-
mente por tres grupos de enzimas: 1- Endogluca- damentales para un desarrollo óptimo (Fothergill y
nasas (1,4-p-D-glucan 4-glucanohidrolasas), que pro- Child/ 1964; RosS/ 1975;Gaunt et al, 1984; Herr, 1973)
ducen una disminución en el grado de poli- o para la producción de determinados metabolitos de
merización de la celulosa, por cortes al azar sobre la importancia industrial (Foster y Waksman, 1939) o
cadena glucosídica; 2- Exoglucanasas (1,4-P-D- biológica (White y Johnson, 1971).
glucan celobiohidrolasas y 1,4-P-D-glucan glucohi-
drolasas), que liberan respectivamente celobiosa o
glucosa a partir de extremos no reductores; y 3-
Celobiasas (P-D glucósido glucohidrolasas), las cua¬
les clivan a la celobiosa en dos unidades de glucosa, 30700. Los cultivos se mantuvieron a 5°C en medio
y se incluyen dentro del grupo más amplio de las P- APG (agar-papa-glucosado).
glucosidasas. Además, todas las celulasas fúngicas
estudiadas hasta el momento presentan isoenzimas P04H2K, 0,5 g; P04HK2, 0,6 g; Cl2Ca, 0,11 g; S04Gu.
(Wood y García Campayo, 1990; Coughlan, 1985), 5H20, 0,4 mg; Cl2Mn. 4H20, 0,09 mg; B03H3, 0,07

dependiendo el número de éstas de la cepa utilizada mg; Mo04Na2, 0,02 mg; Cl3Fe, lmg; Gl2Zn, 10 mg;
y de la forma en que la misma ha sido cultivada tiamina, 0,1 mg; tween 80, 2 ml; celulosa cristalina,
(Wood y García Campayo, , op. cit.). Nectria 10 g; tartrato de amonio, 4,9 g; agua bidestilada,
catalinensis es una especie perteneciente al orden hasta 1 1.

MATERIALES Y METODOS

Organismo: Nectria catalinensis Lima. BAFC

Medio de cultivo estándar: S04Mg. 7H20, 0,5 g;

Efecto de cationes sobre la producción del sistema
celulolítico

* Departamento de Ciencias Biológicas, Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 1428 Buenos
Aires, Argentina. A.G.P.: Becario CONICET. F. F.: Investigadora
CONICET.

Tratamientos: Se probó el efecto de los cationes
Ca**, Mg++, Mn**- Fe*** y Zn**, sobre la producción
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del sistema celulolítico, degradación de celulosa y nuevamente a 1000 x g, 20 min., el sedimento fue
crecimiento de Nectria catalinensis. El diseño expe- resuspendido en agua bidestilada, filtrado a presión
rimental para tal fin consistió en cinco series de reducida en embudo Buchner a través de papel de

experimentos, variando en cada uno la concentra- filtro, lavado con agua bidestilada, y secado en estu¬
rión de un catión, manteniendo fijas las concentra- fa a 70°C durante18 hs. El residuo seco que queda en
ciones de los demás. El rango de concentraciones el papel de filtro corresponde, fundamentalmente, a

para cada catión fue tomado en seis puntos, inclui- celulosa no consumida en el cultivo (Mercuri, 1987).
do el control: Ca++, 0-444 mg/1 (0-3 mM) de Cl2Ca; Los resultados se expresan como mg de celulosa
Mg++, 0-2 g/1 (0-8 mM) de S04Mg. 7H20; Mn++, 0- consumida/ml de medio de cultivo.
360 pg/1 (0-1,8 pM) de Cl2Mn. 4H20; Fe+++, 0-4 mg/
1 (0-15 pM) de Cl .Fe; Zn++, 0-40 mg/1 (0-0,3 mM) de Medición de las actividades enzimáticas

Cl2Zn. En todos los casos reemplazando al com¬
puesto en el medio estándar. Las concentraciones En todos los casos la fuente de enzima fue
fijas de los restantes cationes, fueron las correspon- sobrenadante (Sn) proveniente de homogenatos de
dientes al medio estándar. Los medios de cultivo cultivo. Para ello se homogeneizaron los cultivos
fueron autoclavados a 121°C y 1,2 atm., por 20 en el mismo erlenmeyer, con un homogeneizador
min.; excepto la fuente de N y la solución stock de Omni 5000, luego de lo cual se centrifugó a 1000 x g
tiamina, las cuales fueron esterilizadas separada- durante 20 min.; el pellet fue descartado y el Sn
mente por filtración; y todos los componentes fue- resultante utilizado como fuente de enzima. El con-
ron mezclados en condiciones estériles. Todas las tenido proteico de estos Sn fue dosado por el méto-

drogas utilizadas fueron de grado analítico. Los do de Bradford (op. cit.) utilizando albúmina sérica
cultivos se llevaron a cabo en erlenmeyers de 125 bovina (1 mg/mi) como estándar. *

mi, con 50 mi de medio de cultivo. La incubación Endo-$-D-l,4-glucanasa: Se mezclaron 400 pl de
tuvo lugar en cámara de cultivo New Brunswick carboximetilcelulosa (CMC) (5 mg/ml en buffer
G-27 a 23°C y agitación rotativa constante de 125 acetato de sodio 0,1 M, pH = 4,8) con 100 pl de Sn y
rpm. La cosecha de los sólidos de cultivo fue reali- se incubaron 30 min. a 50°C. Se midieron azúcares
zada el vigésimo día, en embudo Buchner a presión reductores por el método de Somogyi-Nelson
reducida, a través de papel de filtro. Los sólidos de (Somogyi, 1952; Nelson, 1944) utilizando glucosa
cultivo retenidos fueron lavados con agua .(1 mg/ml) como estándar.
bidestilada, secados en estufa a 70°C durante 18 Exo-$-D-l,4-glucanasa: Se mezclaron 800 pl de ce¬

lulosa cristalina (CC) (10 mg/ml en buffer acetato de
El pH inicial y final de los medios de cultivo fue sodio 0,1 M, pH = 4,8) con 200 pl de Sn y se incuba-

medido con un pHmetro Photovolt. El pH inicial ron 2 hs. a 38°C. Luego se centrifugaron los tubos a
en todos los casos fue de 6,5. 1000 x g, 20 min., se descartó el pellet de CC y en el

Sn se midieron azúcares reductores por el método de
Somogyi-Nelson (Somogyi, op. cit.; Nelson, op. cit.),
utilizando glucosa (1 mg/mi) como estándar.

Proteínas de micelio: Se tomaron 100 mg de sóli- Unidad de actividad: En ambos casos la unidad de
dos de cultivó y fueron hidrolizados por 30 min. a actividad enzimática (U) es la cantidad de enzima
100°C en NaOH 1N. Las muestras se centrifugaron requerida para liberar, en las condiciones del ensa-
20 min. a 1000 x g y las proteínas extraídas fueron yo, 1 nmol/min. de azúcar reductor, expresado
dosadas, en el sobrenadante, por el método de como equivalente de glucosa.
Bradford (1976), utilizando albúmina sérica bovi- P-glucosidasa: Se mezclaron 900 pl de p-
na, 1 mg/ml en NaOH 1N, como estándar. Los nitrofenil-P-D-l,4-glucopiranósido (0,2 mg/ml en
resultados se expresan como pg de proteínas/ml buffer acetato de sodio 0,1 M, pH = 4,8) con 100 pl

de Sn y se incubaron 1 h. a 50°C. La reacción se
detuvo por el agregado de 2 mi de mezcla alcalina
(50 mi de B03H3 0,1 M en C1K 0,1 M más 40,8 mi de
NaOH 0,1 M y agua bidestilada hasta 100 ml, pH =

El pellet obtenido luego de la hidrólisis alcalina 9,8) y se leyó la absorbancia a 430 nm. Se utilizó
para determinación de proteínas de micelio fue como estándar p-nitrofenol (1 mM en buffer acetato
lavado con agua bidestilada por resuspensión, de sodio 0,1 M, pH = 4,8).
centrifugado 20 min. a 1000 x g, e hidnolizado du- Unidad de actividad: La unidad de actividad
rante 40 min. a 90°C con ácido acético glacial: ácido enzimática (U) se define como la cantidad de enzi-
nítrico: agua bidestilada (10: 1: 1). Luego de ma requerida para liberar, en las condiciones del
centrifugar, lavar por resuspensión y centrifugar ensayo, 1 nmol de p-nitrofenol/min.

hs., pesados, molidos y guardados a -2p°C.

Estimación del crecimiento

de medio de cultivo.

Celulosa consumida
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C + Zn: Extracto crudo más Cl2Zn, 10 mM.
C + Ca: Extracto crudo más Cl2Ca, 10 mM.
C + Mg: Extracto crudo más S04Mg. 7H20, 10

Cdobiasa: Se mezclaron 50 jal de celobiosa (4 mg/
ml) con 250 pi de buffer acetato de sodio 0,1 M pH =
4,8 y se agregaron 200 pi de Sn. Se incubó a 50°C, 30
min., luego de lo cual se adicionó 1 mi de reactivo
de glucosa oxidasa/peroxidasa. Se incubó a 37°C,
30 min., se paró la reacción con 2 ml de C1H 5 N y se
midió la absorbancia a 520 nm. Se utilizó como
estándar glucosa (1 mg/ml).

Unidad de actividad: La unidad de actividad
enzimática (U) se define como la cantidad de enzi¬

ma requerida para liberar 2 nmoles de glucosa/
min., en las condiciones del ensayo.

Todas las actividades enzimáticas se expresan
como unidades enzimáticas (U)/ml de medio de
cultivo.

mM.
Para los casos de inhibición de la actividad de

las distintas enzimas, por parte de un determinado
catión, se realizaron curvas de inhibición dosis-
respuesta, variando la concentración final de la sal
correspondiente en el ensayo entre 0 y 100 mM.

En estos experimentos los resultados se expre¬
san como porcentaje de actividad enzimática espe¬
cífica relativa al control (extracto crudo).

Actividad enzimática específica: Se define como
unidades enzimáticas (U)/pg de proteínas.

Todos los resultados presentados en este trabajo
son el promedio de tres experimentos realizados
por triplicado. Cada determinación fue realizada
tres veces. El error estándar, en todos los casos, fue
menor al 5%. Para el tratamiento estadístico de los
datos se utilizó ANOVA seguido por el test de
comparación múltiple de Tukey-Kramer (p < 0,05).

Efecto de cationes sobre la actividad de las enzimas del
complejo celulolítico

Se cultivó a Nectria catalinensis en medio de cul¬
tivo estándar, durante veinte días, para la obten¬
ción de sobrenadante de cultivo, utilizando la mis¬
ma metodología que en los experimentos anterio¬

res. Parte de este sobrenadante (extracto crudo) fue
guardado a -20°C y utilizado posteriormente para
medir las actividades enzimáticas en distintos tra¬
tamientos.

Otra parte de este sobrenadante fue pasado a
través de una columna de tamiz molecular
Sephadex G-25, utilizando agua bidestilada como
solvente de desarrollo. Las fracciones con mayor
actividad fueron juntadas, liofilizadas y
resuspendidas en un volumen apropiado de agua
bidestilada (G-25), guardadas a -20°C y posterior¬
mente utilizadas para la medición de las activida¬
des enzimáticas en distintos tratamientos.

RESULTADOS

Calcio

v En la figura 1 se muestran los resultados obteni¬
dos respecto del crecimiento y producción
enzimática de Nectria catalinensis en respuesta a
distintas dosis de Ca++. Respecto de la producción
del sistema celulolítico, el óptimo para la
endoglucanasa, exoglucanasa y (3-glucosidasa se
alcanzó con 55 mg/1 de Cl2Ca; mientras que la
máxima producción de celobiasa se dio con una -
concentración de 22-55 mg/1 de Cl2Ca. Los valores
más altos de proteínas de micelio se alcanzaron con
la concentración más elevada de Ca++; presentando
un plateau en las concentraciones intermedias.

Respecto al consumo de celulosa, se observó un

leve aumento con el Incremento en la concentra¬
ción de Ca++, con respecto al control, llegando a un

plateau a partir de 110 mg/1 de Cl2Ca.
Se observa también que tanto las proteínas de

sobrenadante como el pH final de los medios de

cultivo descendieron a medida que se aumentó la
concentración de Ca++ del medio.

Tratamientos:

Se midieron las actividades endoglucanasa,
exoglucanasa, celobiasa y (3-glucosidasa, de la mis¬
ma manera que en los experimentos de producción
enzimática, en los siguientes tratamientos:

C: Extracto crudo (control).
C + E: Extracto crudo más EDTA 2 mM.’
C + S: Extracto crudo más Cl2Mn. 4H20, 10 mM;

S04Mg, 7H20, 10 mM;'Cl2Ca, 10 mM y Cl2Zn, 10
mM. Magnesio

G-25: Eluato de Sephadex G-25.
G-25 + E: Eluato de Sephadex G-25 más EDTA 2 Los resultados se muestran en la figura 2. Puede

observarse una marcada variación en cuanto a la
concentración de Mg++ óptima para la producción
de exoglucanasa (2 g/1 de S04Mg. 7H20) respecto
de las concentraciones óptimas para el resto de las
enzimas celulolíticas, cuyos valores máximos se
obtuvieron con concentraciones del catión de entre

mM.
G-25 + S: Eluato de Sephadex G-25 más Cl2Mn.

4H20, 10 mM; S04 Mg. 7H20, 10 mM; Cl2Ca, 10
mM y Cl2Zn, 10 mM.

C + Mn: Extracto crudo más Cl2Mn. 4H20, 10
mM.
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de cultivo; y B: Producción de las enzimas del complejo celulolítico (endoglucanasa, exoglucanasa, celobiasa y P-
glucosidasa) y proteínas de sobrenadante; én función de distintas concentraciones de Cl2Ca en el medio de cultivo.
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0,25 y 0,5 g/1 de S04Mg. 7 H20. No hubo variación Manganeso
en la degradación de celulosa, independientemente
de la concentración de Mg* * utilizada. En la figura 3 pueden verse los resultados obte-

Las proteínas de micelio presentaron un compor- nidos. Se observa que la endoglucan-asa,
tamiento fluctuante en función de la dosis de Mg++. exoglucanasa y P-glucosidasa presentaron un

140



A. G. Pardo y F. Forchiassin, Nectria catalinensis

comportamiento fluctuante, dependiendo de la con¬
centración de Mn++ utilizada, obteniéndose las máxi-

obteniéndose su máxima producción con una con¬
centración de CljFe cercana a los 2 mg/1.

Por otra parte, el consumo de celulosa no variómas producciones tanto en las concentraciones más
bajas como en la mayor, observándose un leve decai- en función de la concentración de Fe+++.
miento para concentraciones intermedias. Sin em¬

bargo, la celobiasa presentó un comportamiento to- tenido fue variable según la dosis del catión, para
talmente distinto, dando su óptimo con una concen- dar su valor máximo con la concentración de Fe+++
tración de entre 90 y 180 pg/1 de Cl2Mn. 4H20. Con más elevada.
respecto a la degradación de celulosa, no se obtuvie¬
ron diferencias en función de la dosis de Mn++.

Con respecto a las proteínas de micelio, su con-

Las proteínas de sobrenadante tuvieron valores
fluctuantes pero su mayor concentración se dio con

Las proteínas de micelio tampoco presentaron la concentración de Fe+++ más elevada, en concor-
diferencias, independientemente de la concentra- dancia con las producciones más altas de
ción de Mn++ utilizada. endoglucanasa, exoglucanasa y P-glucosidasa.

Respecto del pH final de los cultivos, éstos des¬
cendieron a medida que se aumentó la concentra¬
ción de Fe+++ hasta 0,5 mg/1 de Cl3Fe, a partir de la
cual los valores de pH se mantuvieron constantes,
para volver a descender con la máxima concentra¬
ción de Fe+++.

Por otra parte, el pH final del medio de cultivo
no sufrió variaciones entre los distintos tratamien¬

tos, mientras que el contenido de proteínas de
sobrenadante fue mayor con la mayor concentra¬
ción de Mn++.

Hierro
Zinc

Los resultados se muestran en la figura 4. Se
incrementó la producción de endoglucanasa,
exoglucanasa y P-glucosidasa hasta llegar a un pe- dos. Entre 5 y 10 mg de Cl2Zn/l fue el rango de
queño plateau con las concentraciones intermedias concentraciones en el cual se obtuviéronlas máxi-
de Fe*+L para luego seguir aumentando con con- mas producciones de endoglucanasa, exoglucanasa
centraciones mayores del catión. En cambio, la y celobiasa; en cambio, la producción más alta de
celobiasa presentó un comportamiento diferente, P-glucosidasa se obtuvo con la concentración de

En la figura 5 se presentan los resultados obteni-
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Zh++ mayor, luego de producciones variables para ción de Zn++ mayor, luego de un plateau en concen¬
traciones intermedias del catión.

Con respecto a las proteínas de sobrenadante,
ron variaciones respecto del consumo de celulosa presentaron un comportamiento fluctuante, mien-
entre los distintos tratamientos; el valor más alto de tras que el pH final de los medios de cultivo fue el
proteínas de micelio se obtuvo con la concentra- mismo para todos los tratamientos.

concentraciones menores del catión.
En cuanto a los otros parámetros*no se observa-
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Efecto de cationes sobre la actividad de las enzimas
celulolíticas

hicieron por si el desalado en la columna de
Sephadex hubiera sido ineficiente, suponiendo que
algún catión divalente presente en el extracto crudo

Ninguna de las enzimas del complejo celulo- tuviera efecto sobre la actividad de la enzima; de
lítico de Nectria catalinensis requirió de algún catión ser así, habría sido quelado por el EDTA.
u otro tipo de cofactor para su activación, ya que el
eluato de Sephadex G-25, éste más EDTA 2 mM, o (B)) pudo comprobarse que la actividad de todas
el extracto crudo más EDTA 2 mM, tuvieron la las celulasas fue inhibida por Zn++, en una concen-
misma actividad específica que el extracto crudo tración 10 mM. La actividad de la endoglucanasa y
(figs. 6, 7, 8 y 9 (A)). Si las enzimas hubiesen reque- de la exoglucanasa también fue inhibida por Mn**,
rido de algún tipo de cofactor para su actividad, en una concentración 10 mM.
éste habría quedado retenido en la columna de
Sephadex, ya que las celulasas salen con el volu- mínima inhibitoria; comprobándose que el Zn++
men muerto de la columna. Los tratamientos C + E fue inhibitorio en concentraciones mayores a 1 mM,
(extracto crudo más EDTA 2 mM) y G-25 + E para las cuatro enzimas estudiadas (figs. 6, 7, 8 y 9
(eluato de Sephadex G-25 más EDTA 2 mM) se (C)); mientras que el Mn++ inhibió la actividad de la

En otra serie de experimentos (figs. 6, 7, 8 y 9

Se determinó, en cada caso, la concentración
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Fig. 6.— (A): Efecto de.cationes y EDTA sobre la actividad de la endoglucanasa de N. catalinensis. C: Extracto crudo; C +
E: Extracto crudo más EDTA 2 mM; C + S: Extracto crudo más Mn++ 10 mM, Zn++ 10 mM, Ca++ 10 mM y Mg++ 10 mM; G-
25: Eluato de Sephadex G-25; G-25 + E: Eluato de Sephadex G-25 más EDTA 2 mM y G-25 + S: Eluato de Sephadex G-25
más Mn++ 10 mM, Zn++10 mM, Ca++ 10 mM y Mg++ 10 mM. (B): Efecto del Mn++, Zn++, Ca++ y Mg++, sobre la actividad de
la endoglucanasa de N. catalinensis. C: Extracto crudo, C + Mn: Extracto crudo más Mn++ 10 mM, C + Zn: Extracto crudo
mas Zn++ 10 mM, C + Ca: Extracto crudo más Ca++ 10 mM y C + Mg: Extracto crudo más Mg+* 10 mM. (C): Curva de
inhibición de Cl2Zn sobre la actividad de la endoglucanasa de N. catalinensis. (D): Curva de inhibición de Cl2Mn. 4H20
sobre la actividad de la endoglucanasa de N. catalinensis. Los resultados se expresan como % de actividad específica de
endoglucanasa relativa al control (extracto crudo).
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endoglucanasa en concentraciones mayores a1 mM op. cit.; Fothergill y Hide, 1962); hecho que se puede
(fig. 6 D) y a la exoglucanasa en concentraciones explicar por interacciones específicas de amplifica¬

ción o antagonismos (Sastry el al., 1962; Adiga et al,
No pudo ser probado el efecto del Fe+++ sobre la 1961; Starkey, 1973). Esto puede aplicarse al caso de

actividad de las enzimas celulolíticas en una con- Neclria catalinensis tanto para su crecimiento, medi-
centración tan elevada como la de los otros cationes, do como proteínas de micelio; como para las activi-
porque éste interfiere en los métodos de medición dades endoglucanasa, exoglucanasa y
de celulasas utilizados en este trabajo. Por lo tanto, glucosidasa, así como para las proteínas de
se probó el efecto del Fe+++ sobre la actividad de las sobrenadante; ya que en todos los experimentos
diferentes enzimas, en una concentración igual a la uno o varios de estos parámetros presentaron un
mayor concentración utilizada en los experimentos comportamiento fluctuante en función de la con¬
de producción de celulasas (15 pM). A ésa cqncen- centración del catión utilizado; como por ejemplo
tración, el Fe+*+ no tuvo efecto alguno sobre la en el caso de la variación en la concentración de
actividad de las distintas enzimas. Mn++, donde las actividades de endoglucanasa,

exoglucanasa y P-glucosidasa fueron máximas tan¬
to a bajas como a altás concentraciones del catión.
Este no fue el caso para la celobiasa, para la cual, se

Si bien se ha podido establecer para muchos observó un óptimo entre 100-200 pg/1 de Mn++
hongos las concentraciones de cationes óptimas para la producción de la enzima.
para el crecimiento, suele ser más importante el En los hongos, tal como en otros eucariontes,- el
balance o concentraciones relativas entre ellos en él calcio está involucrado en diversas funciones y
medio de cultivo (Fothergill y Child, op. cit.; Ross, pa un papel fundamental, a través de proteínas

mayores a 1 pM (fig. 7 D).
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ligadoras de Ca++, como la calmodulina, presente en como promotor (Herr, op. cit.: Shigo, 1974) o
diversos grupos de hongos (Gomes et al., 1979; Cox inhibidor del crecimiento (Kurovski y Pirth, 1971).
et al., 1982; Hubbard et al., 1982; Grand et al., 1980).
Los principales efectos del Ca*“* en metabolismo y hongos, ya que participan en un gran número de
morfogénesis se basan en el control de fenómenos procesos metabólicos, como por ejemplo en todas
tales como la permeabilidad de membrana, el trans- las reacciones que involucran la transferencia de
porte de otros iones (Cuppoletti y Segel, 1975; Le grupos fosfato.

John et al., 1974), y el transporte de azúcares y
aminoácidos (Mercuri, op. cit.).

En el caso de Nectria catalinensis la presencia de producción de terpenos en Neurospora crassa
Ca++ en el medio de cultivo provocó una disminu¬
ción en el contenido de proteínas totales de
sobrenadante, no correlacionado con la produc- especies de Aspergillus (Garraway y Evans, 1984).
ción de celulasas. El Ca++ estimularía la producción
de estas enzimas, sin afectar la actividad de las variedad de enzimas fúngicas, que van desde aque¬

llas involucradas en el metabolismo intermedio
Respecto del Fe+++, se ha demostrado que, ade- hasta la síntesis de ADN y ARN; además afecta la

más de formar parte de los grupos hemo de nume- producción de una gran variedad de metabolitos
rosas proteínas, actúa como determinante del apro- de importancia biológica e industrial (Garraway y
vechamiento de la fuente de N (Cuppett y Lilly, Evans, op. cit.). De acuerdo con distintas experien-
1973), como efector de algunas enzimas (Healy et cias, parece evidente un efecto competitivo entre
al., 1955), o dependiendo de los niveles del medio, Mg++ y Zn++ (Sastry et al, op. cit.; Abelson y Aldous,

El Mg++ y el Mn" son requeridos por todos los

La producción de determinados metabolitos es
influenciada por Mn**; éste es indispensable para la

(Bobowski et ai, 1977), promueve la síntesis de
escualeno en Rhizopus arrhizus y de malformina en

El Zn++ es un componente funcional de una gran

mismas.
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op. cit.; Fuhrman y Rothstein, 1968); según otras, el
Mg” podría ser un cofactor en la incorporación de
Zn** (Patton y Budd, 1972).

La influencia de diversos cationes sobre la acti-

Para Nectria catalinensis hemos demostrado que
las distintas enzimas del complejo celulolítico no
requieren ningún catión ni otro tipo de cofactor
para su activación, ya que, tanto el eluato de

vidad de las enzimas celulolíticas ha sido estudiada Sephadex G-25, como éste o el extracto crudo más
por Aleonada Magliano (1992) en Fusarium EDTA 2 mM tuvieron la misma actividad específi-
oxysporum. Encontró que el Mn” fue levemente ca que los controles, para todas las actividades
estimulatorio de la actividad de la P-glucosidasa; enzimáticas. Altas concentraciones de ciertos
Zn++, Hg** y Cu** inhibieron en parte de la activi- cationes (superiores a las utilizadas en los distintos
dad de esta enzima; mientras que EDTA, Ca**, Ba**, medios de cultivo para producción) tuvieron un
Co**, Mg** y Na*, no tuvieron efecto alguno. efecto inhibitorio sobre la actividad de las distintas

También en Fusarium oxysporum, Soni y Bhatia celulasas: Zn**, para todas las enzimas del comple-
(1979) encontraron que el Hg** inhibió completa- jo celulolítico, y Mn**, sobre la actividad de la
mente la actividad de la endoglucanasa, el Cu++ endoglucanasa. Para el caso de la exoglucanasa, la
produjo una marcada inhibición de esta enzima, actividad de esta enzima fue inhibida por concen-
mientras que los iones Ni++, Zn**, Co++ y Ba** fueron traciones de Mn** superiores a 1 pM. En los experi-
inhibitorios pero en menor grado. mentos realizados para producción, la concentra-

En Aspergillusfumigatus (Kitp'reechavanich et al., ción de Mn** más elevada fue de 1,8 pM; la cual fue
óptima. Por lo tanto, concentraciones de Mn** su¬
periores a 1 pM tendrían un efecto dual; por un
lado, estimularían la síntesis de la enzima, y por

1986), EDTA, Li*, Mg**, Ca**, Mn**, Co**, Ni**, Zn**,
Sn** y Ba**, no tuvieron influencia significativa so¬
bre la actividad de la (3-glucosidasa; mientras que
Fe***, Hg** y Cu** inhibieron la actividad de esta otro, inhibirían su actividad.
enzima. En Fusarium avenaceum Hg**, Cu*í y Fe*** Si bien la medición de la actividad P-glucosidasa
inhibieron parcialmente la actividad de la puede ser indicativa de la capacidad del sistema de
endoglucanasa de esta especie (Zalewska-Sobezak hidrolizar celobiosa, es incorrecto asumir, aunque

frecuente de encontrar en la bibliografía, que lay Urbanek, 1981).
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hidrólisis de un aril-p-glucósido, como el p-
nitrofenil-p-D-l,4-glucopiranósido, es una medida
de la capacidad del sistema para hidrolizar
celobiosa a glucosa, ya que se han reconocido tres

tipos diferentes de P-glucosidasas: 1- celobiasas
sensu stricto, que clivan exclusivamente celobiosa
y no tienen ninguna acción sobre aril-P-glucósidos;
2- P-glucósido hidrolasas, las cuales poseen una

amplia especificidad en relación al aglicón, y 3-
aril-P-glucosidasas, las cuales clivan sólo P-
glucósidos en los cuales el aglicón es un aril alcohol
(ej. fenol, p-nitrofenol, saligenina, 6-bromo-2-
naftol) (Sharrock, 1988). Nosotros observamos un
comportamiento diferente del sistema, dependien¬
do de la utilización de celobiosa o del análogo
como sustratos. El hecho de que se haya podido
medir actividad enzimática utilizando los dos
sustratos y que se obtengan distintas respuestas
(forma y óptimos de las curvas), indicarían que
Nectria catalinensis produjo al menos dos tipos de
P-glucjpsidasas (celobiasa sensu stricto y aril-J3-
glucosidasas) en cultivo y que la actividad y/o
síntesis de éstas se vieron afectadas de manera dis¬
tinta, excepto para el caso de Mg+t, por las concen¬
traciones de iones ensayadas.

Se cree que algunas celulasas fúngicas se en¬
cuentran unidas a la pared hifal o encerradas en
una matriz o vaina de polisacáridos, en estrecha
asociación con las hifas (Markham y Bazin, 1991).
Esto último ha sido sugerido para el caso de hon¬
gos de pudrición blanca y hongos de pudrición
blanda, los cuales degradan la celulosa dentro de la
madera sólo a una distancia limitada de sus hifas
(Markham y Bazin, op. cit.); por ejemplo, se ha
demostrado que la P-glucosidasa de Sporotrichum
pulverulentum (Eriksson, 1978) y la de Trichoderma
reesei (Jackson y Talburt, 1988) se encuentran uni¬
das a la pared hifal. Esto aparentemente sucede en
el caso de las enzimas del complejo celulolítico de
Nectria catalinensis ya que en sobrenadantes direc¬
tos de cultivo muchas veces se obtuvo menor acti¬
vidad que la esperada, debido a que parte de las
enzimas quedaban retenidas en los sólidos de culti¬
vo (datos no mostrados). Aderrtás, el patrón
macromorfológico de crecimiento de N. catalinensis
en cultivos con celulosa cristalina es plumoso y las
hifas se encuentran en estrecha relación con las
partículas de celulosa. Fue por este motivo que se
decidió utilizar sobrenadantes provenientes de
homogenatos de cultivo, para asegurarnos de me¬
dir toda la enzima producida.

En este trabajo fue posible establecer la/s con¬
centración/es óptima/s de cationes para la pro¬
ducción de las distintas enzimas del complejo
celulolítico. El consumo de celulosa por parte de N.
catalinensis sólo fue estimulado por el Ca++. Este

resultado, junto con estudios previos (Pardo y
Forchiassin, 1993), indican que el Ca++ no es indis¬
pensable para el crecimiento de N. catalinensis, pero
su presencia en el medio de cultivo lo estimula.

• En los tratamientos sin Ca++, sin Fe++ y sin Mg++, el
consumo de celulosa fue del 54%, 60% y 66% del
agregado, respectivamente. Sin embargo, al día de
cosecha, los niveles de todas las enzimas del sistema
fueron cero para el caso del tratamiento sin Fe+++. '

En los casos de los tratamientos sin Ca++ y sin
Mg++, excepto la celobiasa, el nivel del resto de las
enzimas fue también cero. Esto puede deberse a
distintas cinéticas de crecimiento entre los trata¬
mientos con diferentes dosis de cationes; por lo
tanto, en los casos citados anteriormente, el hongo
podría estar en fase de autólisis, y por esto, no
encontrarse celulasas en ese estadio del cultivo.
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