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ESTUDIOS NUTRICIONALES EN TRAMETES TROGII
(APHYLLOPHORALES, BASIDIOMYCETES).*

Por L. LEVIN, M. S. NADAL, F. FORCHIASSIN y M. A. GALVAGNO**

Summary  Nutritional studies in Trametes trogii, (Aphyllophorales, Basidiomycetes). Culture parameters
influencing growth of T. trogii Berk. in Trog. have been studied. Thiamine was the only vitamin required for
growth. Glucose and asparagine were the best carbon and nitrogen sources respectively. The most
favourable carbon: nitrogen ratio was 22. The optimum culture pH was 5.2. Under the optimum conditions
developed, the vegetative growth of T. trogii Berk. was enhaced four times over its growth in complex malt

medium.

INTRODUCCION

La deslignificacién es un paso esencial aunque
costoso en la utilizacién de materiales lignocelul6-
sicos por pulpado o hidr6lisis enzimdtica. La de-
gradacién microbiana de lignina ha recibido mu-
cha atencién como una alternativa a los métodos
quimicos utilizados actualmente (Kirk ef al., 1979).
Para poder utilizar los microorganismos degrada-
dores de lignina en una forma préctica, es impor-

de las especies de pudricién blanca més activas en
la degradacién de la madera de las salicdceas (Spes
gazzini, 1925; Wright et al., 1973). Por lo tanto, el
objetivo.del presente trabajo es examinar las condi-
ciones nutricionales que influyen el crecimiento de
esta especie, asf como el efecto del pH, estrecha-
mente relacionado con el aprovechamiento de car-
bono y nitrégeno (Griffin, 1984). Este es un prere-
quisito para ahondar en la fisiologfa de este micro-

‘organismo, con el objetivo final de optimizar las

tante conocer las variables que controlan la veloci- ,

dad y magnitud de su ataque al biopolimero.
Solamente un microorganismo, ha sido estudia-
do extensivamente en lo que respecta a los factores
fisiolégicos que controlan la degradacién de la lig-
nina; este organismo Phanerochaete chrysosporium,

ha sido estudiado por Kirk y colaboradores en lo

que respecta a los pardmetros culturales que influ-
yen en la degradacion de la lignina in vitro (Kirk et
al., 1976; Kirk et al, 1978; Keyser et al., 1978; Jeffries
et al., 1981; Fenn y Kirk, 1981). A pesar de ello,
existen muy pocos datos acerca de los pardmetros
nutricionales, fisiol6gicos y ambientales que influ-
yen en la degradacién de este biopolimero por la
mayoria de los microorganismos que se sabe son
capaces de hidrolizar la lignina, segundo biopoli-
mero en abundancia sobre la tierra.

Los llamados “hongos de pudricién blanca”
(white-rot fungi) son los microorganismos lignoli-
ticos mds eficientes descriptos hasta el presente. Eri
nuestro pafs Trameles trogii Berk. in Trog., es una
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condiciones de cultivo para una eficiente degrada-
cién de la lignina in vitro. Desde un punto de vista
préctico, las posibles aplicaciones biotecnol6gicas
dependerdn de un mejor entendimiento y control
de la regulacién nutricional del sistema lignolitico
en esta especie.

MATERIALES Y METODOS

Organismo: se utiliz6 la cepa 463 (BAFC) de
Trametes trogii, manteniéndose los Cultlvos stocken
medio Malta a 4°C.

Medio y condiciones de cultivo: se utiliz6 el
medio basal GA: glucosa 15 g; asparagina, 4 g;
SO,Mg . 7H,0, 0.5 g; PO,H,K, 0.6 g; PO,HK,, 0.5g;
biotina, 5 ug; tiamina, 100 pg; solucién de micro-
nutrientes (SO,Cu . 5H,0, 200 mg; Cl,Mn . 4H,0,
45 mg; BO H,, 35 mg; MoO Na . 2H 20,10 mg,
ClLzn: H, O 1 75 g; Cl.Fe, 500 Mg; 1000 ml agua
deqmada), 2 ml; agua dcctllada hasta 1000 ml; pH
final 6.2. ;

A partir de este medio en sucesivas experiencias
se variaron:

a. Fuentes de vitaminas: se utilizaron las si-
guientes vitaminas: 4cido p-aminobenzoico, dcido
pantoténico, riboflavina, dcido f6lico, HCI-pirido-
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xal, HCI-tiamina, en una concentracion final de 100
ug/1, y biotina en una concentracién de 5 ug/l. En
algunos experimentos la concentracién de tiamina
se vari6 de 0 a 300 pg/l.

b. Fuentes de nitrégeno: las fuentes de nitrége-
no utilizadas en concentraciones equivalentes a
075 g de N/I, fueron: SO, (NH,), CINH,
PO,H(NH,),, CO,(NH,),, acetato de amonio, tar-
trato de amonio, NO,NH,, NO,Na, NO,K, urea,
asparagina, 4cido aspdrtico, prolina y casaminodci-
dos. :

c. Fuentes de carbono: las fuentes utilizadas, en
cantidades equivalentes a 6 g de C/1, fueron: glu-
cosa, sacarosa, sorbitol, sorbosa, maltosa, almidén,
celobiosa, celulosa, xilosa, galactosa y acetato de
sodio.

d. Relacién C/N: para hallar la relacién 6ptima

C/N se vari6 la concentracién de glucosa entre 0 y
40 g/1(16 g de C/1) y de asparaginaentre 0y 12 g
(2.2 g de N/I), realizindose las combinaciones de
distintas concentraciones en 56 medios de cultivo,
correspondientes a 8 concentraciones de glucosa y
7 de asparagina.

e. Concentracién de sulfato y fosfato: se vari6 la
concentracién de SO,Mg . 7H,O entre 0 y 1.4 g/1.
Dado que el medio basal utiliza las dos especies de
fosfato (PO ,H, Ky PO,HK)), se varié la concentra-
cién de éstas entre 0 y 2 g/l independientemente,
utilizando una sola especie por vez. En estos casos
se adicioné buffer citrato 50 mM, pH 6.2, para
mantener la constancia de pH. Utilizando las dos
especies simultdneamente se vari6 la concentra-
cién total, manteniendo la relacién entre ambas.

El medio utilizado a partir de estas experiencias
contiene glucosa y asparagina en las concentracio-
nes resultantes de la experiencia d.

f. Concentracién de micronutrientes: utilizando

la solucién de micronutrientes inicial, se vario su
concentracién en el medio de cultivo entre 0 y 80
ml/1.

g. pH: se vari6 el pH del medio entre 2 y 8,
utilizando buffer citrato-fosfato-borato 20 mM.

h. Curva de crecimiento: se midi6 el crecimiento
,vegetativo en funcién del tiempo en el medio sinté-
tico 6ptimo y en medio de malta (12.5 g de extracto
de malta/l de agua destilada).

Se determiné ademds la variacién de pH del
medio de cultivo (utilizando un pHmetro Photo-
volt) y la glucosa residual del medio por el método
de Somogyi (1952) y Nelson (1944).

Los cultivos se realizaron en frascos Erlenmeyer
de 250 ml con 25 ml de medio. Este fue esterilizado
en autoclave a 121°C, 20 minutos, las fuentes de
carbono se esterilizaron por separado. Las vitami-
nas y urea fueron esterilizadas por filtrado a través
de membrana nitrocelul6sica de 0.2 um de poro y

se adicionaron estérilmente al medio de cultivo.
Como inéculos se utilizaron cubos de 25 mm? de
superficie de una colonia, crecida en agar-agua
durante 5 dfas.

Las incubaciones se realizaron en cdmara ter-
mostatizada a 28 °C = 1, en oscuridad y sin agita-
cién. El micelio fue cosechado al 14° dfa.

Estimacion del crecimiento: se realiz6 por peso
seco. Los cultivos se filtraron a presién reducida, se
lavaron con agua destilada y el micelio se sec6 en
estufa a 70°C, 24 horas.

Todas las drogas utilizadas fueron de grado
analitico. i :

Los datos de crecimiento que se presentan re-
presentan en todos los casos mg de micelio seco/
25 ml de medio y corresponden al promedio de al
menos dops experiencias por triplicado.

RESULTADOS Y DISCUSION

a) Efecto de las sustancias de crecimiento:
)

Al realizarse los cultivos en medio GA suple-
mentado con todas las sustancias de crecimiento
utilizadas, menos una, asi como controles con to-.
das ellas y sin la adicién de ninguna, se verific6
que Trametes trogii requiere Ginicamente tiamina,
habiéndose obtenido crecimientos semejantes en
todos los tratamientos en los que esta vitamina
habia sido adicionada, y Ginicamente trazas en los
dos casos en los cuales no se suplementé el medio
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Fig. L.-- Crecimiento de T. trogii en funcién de distintas
concentraciones de tiamina. Error estandard en todos los
casos menor al 5%.
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con dicha sustancia de crecimiento. Se determiné
que la concentracién 6ptima de tiamina para el
crecimiento vegetativo es de 50 a 100 ug/1, produ-
ciéndose una leve disminucién en concentraciones
superiores (Fig. 1). La disminucién del crecimiento
luego de un 6ptimo es comdn a otros hongos
estudiados: Ramulispora sacchari. (Rawla y Chahal,
1975), Ascobolus biguttulatus (Cinto et al., 1977).

La auxoheterotrofia para tiamina es un rasgo
comidn a muchas especies ftingicas, en especial
Basidiomycetes (Lilly y Barnett, 1951); en el caso de
T. trogii ésta resultd ser una deficiencia total y Gni-
ca, no requiriendo el suplemento de ningtn otro
factor de crecimiento para la obtencién de un creci-
miento éptimo.

b) Efecto de las fuentes nitrogenadas:

Se analiz6 el comportamiento del hongo frente
a distintas fuentes nitrogenadas: nitratos, sales de
amonio y compuestos orgdnicos de nitrégeno. Los
datos de crecimiento obtenidos (Fig. 2) indicaron

que T. trogii es capaz de utilizar compuestos inor- -

gdnicos de amonio y nitrégeno, pero no nitratos.
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Fig. 2.-- Efecto de distintas fuentes de nitrégeno sobre el
crecimiento. N: ninguna, SN: sulfato de amonio, AN: aceta-
to de amonio, CN: cloruro de amonio, PN: fosfato de amo-
nio, CAN: carbonato de amonio, TN: tartrato de amonio,
NN: nitrato de amonio, NK: nitrato de potasio, NNa: nitra-
to de sodio, A: asparagina, AA: acido aspartico, P: prolina,
C: casaminodcidos. Error estindard en todos los casos
menor al 5%.
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Los resultados obtenidos cuando se utilizaron ni-
tratos como fuente nitrogenada indican que T. tro-
gii es incapaz de ulilizar el anién NO; como fuente
de nitrégeno dado que se obtuvieron resultados
similares utilizando dos compuestos diferentes:
NO,K y NO,Na. Estos resultados indicarfan la au-
sencia de la enzima nitrato-reductasa en T. trogii
(Pateman y Kinghorn, 1976). Cuando se utiliz6
NO,NH, el crecimiento observado puede atribuir-
se a un aprovechamiento diferencial del amonio
como fuente nitrogenada. De acuerdo a ello puede
incluirse en el grupo III de Robins (1937). Lo que
indicarfa que T. trogii es capaz de utilizar com-
puestos de nitrégeno en los cuales el elemento se
encuentra en forma “reducida”. Las fuentes orgé-
nicas: asparagina, dcido aspértico y casaminoéci-
dos, produjeron mayor crecimiento que las fuentes
inorgdnicas utilizadas, de ellas la mejor aprovecha-
da fue la asparagina. Con urea y prolina no se
observé crecimiento significativo.

En la Fig. 3 se grafican las variaciones de pH

-registradas en cada una de las fuentes de nitrégeno

utilizadas. En los €nsayos con sales de amonio de
dcidos fuertes (cloruro, suflato) el pH del medio de
cultivo al final del perfodo de crecimiento descen-
di6 marcadamente, llegando a niveles que podrian
inhibir el crecimiento vegetativo. En el caso de las

3 Variacién de pH

Il 1 ke

PN AN CAN TN
Fuente de Nitrégeno

RSTEHNE U RE A - S0.0Y S BR ST B

NN NKNNa U A AA P C

Fig. 3.-- Variacion del pll con las distintas fuentes nitroge-
nadas. Se valoré el pH del medio de cultivo al finalizar el
periodo de crecimiento. Cero (0) en ordenadas representa
pH 6.5 (pH inicial). Las abreviaturas en abscisas corfes-
ponden a las de la fig. 2. Error estindard en todos los casos

menor al 5%.
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sales de amonio de dcidos débiles (fosfato, tartrato)
la disminucién fue menos marcada. Este descenso
del pH indica una efectiva utilizacién del ion NH* .
Cuando se utiliz6 urea o acetato de amonio, el pH
del medio se elevé alcanzando en-el caso de la urea’
un nivel tal que podrfa llegar a inhibir el crecimien-
to del hongo, lo cual explicaria el bajo rendimiento
obtenido con dicha fuente.

¢) Efecto de las fuentes carbonadas:

La Fig. 4 muestra los resultados obtenidos cuan-
do se utilizaron distintos compuéstos de carbono
para el crecimiento.

Se observé el mdximo crecimiento al utilizar las
fuentes glucosa y maltosa, mientras que el desarro-
llo fue muy pobre en sacarosa, sorbosa, sorbitol,
acetato de sodio y celulosa, y escaso en galactosa.

El aprovechamiento del almidén es consecuente
con el hecho de observarse un maximo de creci-
miento con maltosa, producto de su hidrélisis, evi-
denciando asi la capacidad de sintesis de amilasas
y maltasa. En cambio, a pesar de utilizar eficiente-
mente celobiosa, posiblemente no sea capaz de sin-
tetizar las celulasas necesarias para despolimerizar
la celulosa y utilizarla como fuente de carbono, o al
ser éstas enzimas no constitutivas, necesilan un
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Fig. 4.-- Efecto de distintas fuentes de carbono sobre el
crecimiento. N: ninguna, G: glucosa, S: sorbitol, Sa: sorbo-
sa, Sc: sacarosa, M: maltosa, A: almiddn, Cb: celobiosa, C:
celulosa, X: xilosa, Ga: galactosa, AN: acetalo’de sodio.
Error estandard en todos los casos menor al 5%.
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mayor perfodo de tiempo para su induccién. El

"buen crecimiento con xilosa indicarfa un posible

aprovechamiento de la hemicelulosa presente en
los tejidos lefiosos, habitat natural de este hongo.

d) Efecto de la relacién C/N:

Se estudid la influencia de la relacién C/N en el
medio GA sobre el crecimiento vegetativo de T.
trogii. Para cantidades variables de asparagina con
distintas concentraciones de glucosa (Fig. 5) se ob-
serva que el crecimiento es pricticamente nulo en
ausencia de glucosa, lo cual indica que la asparagi-
na no es utilizada como fuente de carbono. El creci-
miento aumenta con el aumento de asparagina
mientras el nitrégeno es limitante y se estabiliza al
hacerse limitante la glucosa, hasta una concentra-
cién de ésta del 2%. Para concentraciones mayores
de glucosa el crecimiento disminuye luego de al-
canzar un 6ptimo de asparagina. Las disminucio-
nes de crecimiento con altas concentraciones de
glucosa pueden atribuirse al aumento de la osmo-
laridad del medio.

De los datos obtenidos se concluye que la rela-
cién C/N mds favorable para el crecimiento vege-
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Fig. 5.-- Crecimiento en funciéon de concentraciones cre-
cientes de asparagina, para distintas concentraciones de
glucosa. Las concentraciones de glucosa se expresan como
porcentajes. Error estindard en todos los casos menor al

"5%.



tativo es de aproximadamente 22, equivalente a 3%
de glucosa y 0.3% de asparagina.

e) Efecto de la concentracion de Fosfatosy
Sulfatos:

Las dos especies de fosfato utilizadas habitual-
mente en el medio de cultivo fueron aprovechadas
de distinto modo por T. trogii. Al mantener la cons-
tancia del pH con buffer citrato y variar la concen-
tracién de PO,H,, se observé un crecimiento méxi-
mo con 0.25 a 0.5 g/l, ocurriendo una marcada
disminucién del crecimiento a concentraciones
mayores. En cambio, al variar la concentracién de
PO,H-, el crecimiento aumenta de modo gradual,
estabilizdndose luego de 1 g/1 (Fig. 6), con un ren-
dimiento miceliano mucho menor. Cuando se va-
ria simultdneamente la concentracién de ambos
fosfatos, manteniendo la relacién utilizada habi-
tualmente (PO,H,K: PO,HK,, 1: 1.2), se observa
que, a igual cantldad de PO H, , solo o combinado
con PO, H=, el comportamlento del hongo es seme-
jante, demostrando que dicha fuente es la mds uti-
lizada para el crecimiento.

La importancia del fosfato para el desarrollo es
bien conocida y su efecto negativo al aumentar la
concentracién posiblemente se deba a que estimula
el transporte de cationes divalentes como Ca™ y
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Fig. 6.-- Crecimiento en funcién de las distintas concentra-
ciones de fosfatos. Error estdndard en todos los casos me-
nor al 5%.
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Fig. 7.-- Crecimiento en funcién de las dislintas concentra-
ciones de sulfato. Error estaindard en todos los casos menor

al 5%.
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Mg**, pero inhibe la entrada a la célula de ciertos
cationes monovalentes, con las consecuentes alte-
raciones del metabolismo celular. Ademds altas
concentraciones son inhibitorias para la produc-
cién de varios metabolitos y enzimas, como la fos-
fatasa que cataliza la fosforilacidn de protefnas
(Garraway y Evans, 1984).

Los resultados obtenidos indican que es sufi-
ciente con la adicion de 48.8 mg/1 de SO, en forma

- de SO,Mg . 7H,O para obtener un crocmnento 6p-

25

timo.
f) Efecto de la concentracion de micronutrientes:

Al utilizar distintas cantidades de la solucién de
micronutrientes, se observé que el maximo creci-
miento se producia utilizando entre 2 y 10 ml/1 de
medio GA (Fig. 8), equivalentes a: hierro, entre
0.36 y 1.84 mg/|; cobre, entre 0.1 y 0.5 mg/1 y zinc,
entre 1.48 y 7.43 mg/1..Estos valores estdn dentro
del rango encontrado para otros hongos, como
Ascobolus furfuraceus (Cinto et al., 1986), aunque los
6ptimos pueden sufrir grandes variaciones segtin
las especies (Rawla y Chahal, op. cit.; Agarwala et
al., 1986).

g) Efecto del pH:

Como se muestra en la Fig. 9 el pH inicial 6pti-
mo para, el crecimiento de T. trogii es de alrededor
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Fig. 8.-- Efecto de la concentracion de micronutrientes.
Error estindard en todos los casos menor al 5%.

de 5.2, registrdndose un buen crecimiento entre 4 y
7, y un débil crecimiento en los valores extremos
utilizados (pH 2.45 y 8.2). El efecto del grado de
acidez del medio de cultivo al limitar el crecimien-
to fangico, se ejerce por su accién sobre distintas
actividades enzimaéticas y por su influencia sobre
la incorporacién de varios nutrientes.

h) Cinética del crecimiento:

Al realizar las curvas de crecimiento, se observé
que en medio malta, T. trogii creci6 en forma expo-
nencial hasta el dfa 11° alcanzdndose la fase esta-
cionaria el dia 12°, con un rendimiento miceliano
médximo de 50 mg.

En el medio sintético desarrollado (GA 303), la
fase de crecimiento exponencial prosiguié durante
més tiempo, hasta el dfa 18, registrdndose en la
fase estacionaria, un crecimiento cuatro veces ma-
yor con respecto al producido en el medio comple-
jo, siendo la masa miceliana obtenida a lo largo del

tiempo siempre mayor en el medio sintético (Fig.,

10).

A medida que el hongo crece en el medio GA
303, se registra una disminucién del pH del medio.
Esta disminucién podrfa deberse a la predominan-
cia de los procesos de formacién de 4cidos en las
primeras etapas del crecimiento, hecho ya compro-
bado en un sinntimero de hongos (Lilly y Barnett,
1951). Se valor6 la glucosa residual en el medio

100

0 T T T T T T
245 34 4.15 52 6.1 7.5 6.2

pH :
Fig. 9.-- Efecto del pll sobre el creaimiento vegetativo de
T. trogii. Error estandard en todos los casos menor al 5%.
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Fig. 10.-- Curvas de crecimiento de I. frogii en medio

malta y en medio sintético GA 303. Error estdandard en

todos los casos menor al 5%.

sintético, comprobdndose que la entrada a la fase
estacionaria de crecimiento coincide con el agota-
miento de la fuente de carbono en el medio (Fxg
11). :
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Fig. 11.-- Variacién del pH y de la glucosa residual a lo
largo de la curva de crecimiento en medio sintético GA
303. Error estdndard en todos los casos menor al 5%. .

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten concluir que
T. trogii presenta una deficiencia total y Ginica para
tiamina. Es capaz de utilizar compuestos inorgani-
cos de amonio y nitrégeno orgdnico como fuentes
de nitrégeno, pero no nitratos:

Los médximos crecimientos se obtuvieron utili-
zando como fuente nitrogenada asparagina y glu-
cosa como fuente carbonada. Utilizando dichas
fuentes se verificé que la relacién C/N mds favora-
ble para el crecimiento vegetativo es de aproxima-
damente 22.

El pH inicial 6ptimo del medio de cultivo fue
5.2. La fuente de fosfato mds utilizada resulté el
PO,H.,, con concentraciones favorables en el rangq
de025a05g/1.

Con estos resultados (a los que se sumaron can-
tidades 6ptimas de sulfatos y micronutrientes) se
confeccioné un medio sintético para el crecimiento
vegetativo de T. trogii, consiguiéndose en dicho
medio una fase de crecimiento exponencial mas
prolongada y un rendimiento miceliano cuatro
veces superior al logrado con medio complejo mal-
ta. ;
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