ISSN 373 - 580 X

Bol. Soc. Argent. Bot. 29 (3-4): 191-195. 1993

ASPECTOS NUTRICIONALES DE NECTRIA CATALINENSIS.
(FUNGI, ASCOMYCETES)

Por ALEJANDRO G. PARDO* y FLAVIA FORCHIASSIN*

Summary  Nutritional aspects of Nectria catalinensis (Fungi, Ascomycetes). A synthetic medium for
vegetative growth of Nectria catalinensis Lima was improved. Thiamine was the only vitamin required for
growth. The addition of calcium enhanced development while cobalt was completely inhibitory. Shaken
cultures gave more biomass production than static ones. Under the conditions developed, the vegetative
growth of Nectria catalinensis was enhanced more than twice over previous conditions, and maximal growth

was achieved several days before.

INTRODUCCION

Nectria catalinensis es un Ascomycete pertene-
ciente al orden Hypocreales, que vive sobre troncos
muertos de Gleditsia triacanthos (Lima et al., 1988). El
hecho de que crezca sobre madera, y ademds estu-
dios preliminares (método de screening para hon-
gos celuloliticos, Mercuri, 1987) muestran una po-
tencial actividad celulolitica. -

Dado que hasta el momento no existen antece-
dentes acerca de la fisiologia de este hongo, el obje-
tivo del presente trabajo es determinar algunas con-
diciones nutricionales que influyen en su crecimien-
to. Este es un prerrequisito para profundizar en el
conocimiento de su fisiologia, con el objetivo final
de optimizar las condiciones de cultivo para una
eficiente produccién del sistema celulolitico y de-
gradacion de celulosa in vitro.

El estudio se centra en los requerimientos vita-
minicos y la posible influencia del calcio y el cobalto
para el crecimiento vegetativo. En los hongos, el
calcio esta involucrado en diversas funciones y ocu-
pa un papel central en la regulacién celular (Pitt y
Ugalde, 1984). Sus principales efectos se manifies-
tan en la promocién del desarrollo reproductivo
(Ugalde y Pitt, 1983), el control del patrén de ramifi-

cacién de hifas (Elliott, 1972), la incorporacién de-
aminodcidos y sintesis de algunas proteinas (Griffin,

1966), y la incorporacién y metabolismo de hidratos
de carbono (Pitt et al., 1983). El cobalto es esencial
para algunos hongos (Ross, 1975), pero toxico a
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altas concentraciones, debiéndose este efecto a la
inhibicién de la sintesis del grupo hemo
(Padmanaban y Sarma, 1966) o a la interferencia
con la absorcién de otros cationes (Fuhrmann y
Rothstein, 1968). No existe referencia expresa con
respecto al posible papel del cobalto en hongos
celuloliticos, a pesar de que estd presente, entre
otros micronutrientes, en medios de cultivo

* (Theodorou et al., 1983). En Ascobolus furfuraceus se

ha determinado que si bien ni calcio ni cobalto son
esenciales para el crecimiento, éste se incrementa y
también hay mayor consumo de celulosa en presen-
cia de ambos cationes (Mercuri, op. cit.).

Las condiciones de incubacién, estdticas o de
agitacion,.pueden alterar el patrén de crecimiento
del micelio. Las condiciones de agitacién promue-
ven mayor aireacién, pero no necesariamente au-
mentan el crecimiento vegetativo y en muchos ca-
sos disminuyen la produccién de enzimas
extracelulares como celulasas (Sandhu y Kalra,
1985) o ligninasas (Kirk et.al., 1978).

MATERIALES Y METODOS

Organismo: Nectria catalinensis Lima. BAFC 30700.

Los cultivos se mantuvieron a 5°C en medio APG
(Agar-papa-glucosado).

Medio de cultivo liguido basal: SOMg - 7H,0, 0,5 g;
PO,H)K, 0,5 g; PO,HK; 0,6 g; SO,Cu - 5H,0, 0,4 mg;
ClL,Mn - 4H,0, 0,09 mg; BO,H,, 0,07 mg; MoO,Na,,
0,02 mg; Cl,Fe, 1 mg; Cl,Zn, 10 mg; glucosa (G), 15
g; urea (U), 0,5 g; agua bidestilada, hasta 1000 ml.

En la experiencia realizada para determinar re-
querimientos vitaminicos, se realizaron los siguien-
tes ocho tratamientos: medio basal sélo (control);
medio basal adicionado con biotina, 10*M (B)f me-
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dio basal con tiamina, 10° M (T); medio basal con
biotina 10®M y tiamina 10 M (BT); medio basal
mads una mezcla de vitaminas con la siguiente com-
posicién final: piridoxina, 107 M; riboflavina,
10° M; dcido nicotinico, 107 M; d&cido p-
aminobenzoico, 10° M; dcido pantoténico, 107 M;
cianocobalamina, 10° M; inositol, 10° M, (Vit); me-
dio basal suplementado con la mezcla de vitaminas
y biotina (Vit+B); mezcla de vitaminas y tiamina,
(Vit+T); mezcla de vitaminas con biotina y tiamina,
(Vit+BT).

En los casos en que se utilizaron Cl,Ca y /o CLCo,
estos fueron adicionados al medio basal ya sea jun-
tos o separados, a una concentracién 1 mM.

La solucién salina y la . glucosa fueron
autoclavados por separado, a 121°C y 1,2 atm. du-
rante 20 minutos. La urea y las soluciones stock de
vitaminas fueron esterilizadas separadamente por
filtraciéon a través de membrana nitrocelulésica y
todos los componentes mezclados en condiciones
estériles. Todas las drogas utilizadas fueron de gra-
do analitico. ;

Los cultivos se llevaron a cabo en erlenmeyers de
125 ml, con 50 ml de medio en el caso de cultivos en
agitacion o 25 ml de medio en el caso de cultivos
estaticos. La incubacién tuvo lugar en cdmara de

cultivo New Brunswick G-27 a 23°C con agitaciéon

rotativa constante de 125 rpm, en el caso de cultivos
en agitacion. Excepto la tltima, las mismas condi-
ciones de incubacién se mantuvieron para los culti-
vos estaticos. La cosecha del micelio fue realizada
en los dias prefijados en el caso de las curvas de
crecimiento y al vigésimo dia de cultivo para los
demds experimentos. El micelio fue cosechado por
filtracién en embudo Buchner a presion reducida a
través de papel de filtro. El micelio retenido fue
lavado con agua bidestilada, secado en estufa a
70°C durante 18 hs., pesado, molido y guardado a
-20°C.

Estimacion del crecimiento: se utilizaron como
estimadores el peso seco y la cantidad de proteinas
totales de micelio.

' Peso seco: se realizd por pesaje del micelio rete-
nido en el filtro, previamente lavado y secado.

Proteinas de micelio: Se tomaron 100 mg de
micelio molido y se hidrolizaron durante 30 minu-
tos a 100°C con NaOH 1N. Las muestras se
centrifugaron 20 minutos a 1000 x g y las proteinas
extraidas fueron dosadas en el sobrenadante por el
método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando
seroalbtimina bovina 1 mg/ml en NaOH 1N como
estandar. y

Los resultados presentados son el promedio de
tres experimentos realizados por triplicado, con un
error estindar menor al 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION
1. Vitaminas

Debido a que cuando existe auxotrofia para vita-
minas en los hongos filamentosos, este requerimien-
to, es en general para tiamina y/o biotina, en el
disefio experimental se dio mayor importancia a
estos dos factores de crecimiento. En los resultados
mostrados en la Fig. 1 se observa claramente que
Nectria catalinensis presenta auxotrofia sélo para
tiamina, ya que no pudo crecer en ninguno de los
medios carentes de esta vitamina.

El hecho de que se observe mayor crecimiento en
el medio suplementado sélo con tiamina (T), segui-
do por BT,*Vit+T y finalmente Vit+BT sugiere que,
si bien la auxotrofia es sélo para tiamina, el agrega-
do de las otras vitaminas podria acelerar la cinética
de crecimiento del hongo y, por lo tanto, en los
medios BT, Vit+T y Vit+BT ya estaria en fase de
autdlisis y, debido a esto, tendria menor peso seco y
proteinas de micelio.

Vitaminas
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Fig. 1.— Crecimiento de Nectria catalinensis, medido como
peso seco y como proteinas totales de micelio, en medio
adicionado con distintas vitaminas. Control: sin vitamians;
B: biotina; T: tiamina; BT: biotina + tiamina; Vit: complejo
vitaminico (ver M & M); Vit+B: complejo vitaminico +
biotina; Vit+T: complejo vitaminico + tiamina; Vit+Bt: com-
plejo vitaminico'+ biotina + tiamina. -
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2. Curvas de crecimiento

Para estudiar la cinética de crecimiento se utilizé
medio de cultivo basal, suplementado con tiamina,
10 M. Se realiz6 una curva de crecimiento en agita-
cién y otra en condiciones de cultivo estético.

En la Fig. 2 se observa que entre las dos condicio-
nes de cultivo existe un desfasaje en el tiempo y
diferencias en cuanto al crecimiento. Se observé un
mayor crecimiento vegetativo y una cinética de cre-
cimiento mas rdpida, alcanzéndose el pico de creci-
miento diez dias antes en condiciones de agitacion,
mientras que en condiciones estiticas se observa
una prolongada fase lag. Se evidencia la necesidad
de una buena aireacién para el crecimiento
vegetativo de Nectria catalinensis, aunque es de des-
tacar su capacidad de crecimiento atin en condicio-
nes estaticas.

Curvas de crecimiento
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Fig. 2.— Curvas de crecimiento de Nectria catalinensis en
medio sintético basal con tiamina en condiciones estaticas
y con agitacién. En ambos casos el crecimiento se estim6
como peso seco (mg/ml de medio de cultivo) y como
proteinas totales de micelio (ng/ml de medio de cultivo).

3. Efecto del Ca y el Co sobre el crecimiento vegetativo

Dado que N. catalinensis pudo crecer en medios

de cultivo sin calcio, nos interesé determinar si el

A.G.Pardoy F. Forchiassin, Nectria catalinensis

agregado de éste tenia algiin efecto sobre el creci-
miento, ya que en muchas especies ftingicas, si bien
dicho elemento no es esencial, el crecimiento y la
reproduccion son aumentados por el agregado de
este elemento al medio de cultivo. Se ensayé el
efecto del cobalto sobre el crecimiento vegetativo,
ya que es incierto cuan esencial es este elemento
para los hongos (Garraway y Evans, 1984).

En la Fig. 3 se muestran los resultados obtenidos
en estas experiencias y se observa claramente que el
Ca estimul6 el crecimiento de N. catalinensis, mien-
tras que el Co fue totalmente inhibitorio. Esto ulti-
mo puede deberse a que el Co sea un inhibidor
competitivo para el transporte de cationes esencia-
les. Se sabe que en Saccharomyces cerevisize y en
Neurospora crassa el Co es transportado via el siste-
ma general de absorcién de cationes (Fuhrmann y
Rothstein, op. cit.; Venkateswerlu y Sastry, 1970). Si
este fuera el caso para N. catalinensis, el Co podria
estar bloqueando el sistema general de transporte
de cationes. Otra posibilidad seria el bloqueo de la
sintesis del grupo hemo (Padmanaban y Sarma, op.
cit.).

Con respecto al Ca, se sabe que su mecanismo de
accién a nivel molecular es el de ayudar a mantener

Efecto del Ca y el Co
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‘Fig. 3.—Efectodel Cayel Cosobreel crecimientovegetativo
de Nectria catalinensis. Control: medio basal con tiamina
pero sin agregado de calcio ni de cobalto.
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la estructura de membranas y el de activador
enzimético (Griffin, 1981) y estd involucrado en
mecanismos de transducciéon de estimulos (Ruiz
Herrera et al., 1990).

4. Dosis-respuesta-de Ca

Dados los resultados obteriidos en el experimen-
to precedente, se realizé una curva dosis-respuesta
de Ca, utilizdndose para tal efecto medio de cultivo
basal més tiamina, 10® M, con diferentes concentra-
ciones de Cl,Ca (0 mM, 0,1 mM, 0,5 mM, 0,75 mM,
1 mM y 10 mM).

En la Fig. 4 se muestran los resultados obtenidos
y puede apreciarse que la biomasa fiingica se va
incrementando hasta una concentracién de CL,Ca
1 mM; por sobre la cual se observa un plateau.

Dosis-respuesta de Ca
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Fig. 4.— Curva dosis-respuesta de Ca. Se estimé el creci-
miento vegetativo de Nectria catalinensis en medio sintético

basal adicionado con tiamina y cantidades crecientes de
calcio.

5. Cinética de crecimiento en presencia de Calcio

Teniendo en cuenta todos los resultados obteni-
dos hasta aqui, se realiz6 una curva de crecimiento
a1 . . . . 4
utilizando un medio de cultivo con la siguiente

composicién: medio basal mds tiamina 10¢ M vy
CLCalmM.

En la Fig. 5 se muestran los resultados obtenidos
y se observa una cinética de crecimiento mds rapida
(méximo crecimiento al dia 16) respecto de las cur-
vas de crecimiento realizadas previamente y mayor
biomasa que en todos los tratamientos anteriores
sin calcio.

En todos los experimentos realizados se observo
una muy buena correlacién entre los valores de
peso seco y los correspondientes de proteinas tota-
les de micelio. Este dato es de gran importancia ya
que indica que en Nectria catalinensis es véalido usar
este estimador para determinar crecimiento en sis-
temas que no permitan la medicién directa de peso
seco.

Cinética de crecimiento
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Fig. 5.— Cinética de crecimiento de Nectria catalinensis en
medio conteniendo tiamina 10 M y Cl,Ca 1 mM,
incubdndose en condiciones de agitacion.

CONCLUSIONES

Se demostré que Nectria catalinensis sélo presen-
ta auxotrofia para tiamina. s

Las condiciones de cultivo estatico permitieron
el crecimiento de Nectria catalinensis aunque retrasa-
ron y disminuyeron la produccién de biomasa con
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respecto a condiciones de agitacion. Si bien el Ca no
fue esencial para el crecimiento, éste aumenté nota-
blemente, con la adicién del catién al medio de
cultivo. De acuerdo con la curva dosis-respuesta, el
Optimo se alcanz6 a una concentracién 1 mM, no
observéndose inhibicién del crecimiento a concen-
traciones mayores.

El Co inhibié por completo el crecimiento
vegetativo de esta especie.
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