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RESUMEN:
Regulacion de la produccion del sistema celulolitico por Saccobolus

saccoboloides

Se evalud la capacidad de Saccobolus saccoboloides (Pezizales, Ascomycetes) de
producir el sistema celulolitico completo en medio de cultivo liquido sintético. La
caracterizacion de las enzimas producidas permite afirmar que este hongo coprofilo
es un verdadero agente celulolitico, ya que su complejo enzimatico presenta las tres
actividades necesarias para la digestion del polimero (3-1,4 endoglucanasa,

B-1,4 exoglucanasa y B-glucosidasa), y que estas enzimas son extracelulares,
termoestables y (a diferencia de las de otros organismos) poco inhibidas por producto
final.

El crecimiento fue alto en glucosa y celobiosa, sin produccion de enzimas, en tanto
que en celulosa hubo muy buen crecimiento y actividad enzimatica, evidenciandose
diferencias de respuesta segun el medio elegido. La nutricién nitrogenada no afecta
la produccién enzimatica, sino el crecimiento: se investiga, por lo tanto, el control por
fuente carbonada, en cultivos de reemplazo.

En la induccién, cuando no pudo medirse endoglucanasa, se utilizé un método
alternativo de degradacién de CMC (Carboximetilcelulosa) en placa (CMCasa).

La celulosa fue el mejor inductor, seguida por la lactosa. El sistema no se induce en
presencia de glucosa, sorbosa, maltosa ni almidén, y se detecta una minima actividad
en xilano. La CMC es un pobre inductor, en tanto que la celobiosa tiene un efecto
diferencial. Cuando se ensayo el efecto represor de los no inductores se ve que el
sistema no se reprime faciimente y que la glucosa y celobiosa tienen efecto
diferencial. Finalmente la mezcla de dos inductores tiene un inesperado efecto
negativo.

Las enzimas se producen en todos casos por sintesis de novo, las dos formas
diferentes de -glucosidasa se regulan independientemente, y existe induccion
cruzada con el complejo xilanasa.

Estos datos, junto al analisis de isoenzimas producidas en cada condicién permite
postular un novedoso modelo regulatorio que explicaria cdmo los hongos
filamentosos son estimulados a producir las hidrolasas especificas para degradar

celulosa.

Palabras clave: -glucosidasa, celulasas, hongos filamentosos, Saccobolus



ABSTRACT:
Regulation of the cellulase complex production by Saccobolus

saccoboloides

The cellulase complex production by Saccobolus saccoboloides (Pezizales,
Ascomycetes) was evaluated. This fungus produces a complete cellulase system. The
enzyme characterisation shows that S. saccoboloides is a true cellulolytic organism,
the three enzymes (B-glucosidase, B-1,4 endoglucanase and B-1,4 exoglucanase)
required for the complete cellulose hydrolysis were produced. All the enzymes were
thermostable and did not show end-product inhibition.

Glucose and cellobiose were good sources for growth but not for enzyme
production, cellulose was a suitable carbon source for growth and cellulase
production: there was evidence for carbon regulation. The nitrogen source affected
biomass production, and therefore enzyme production. For these reasons carbon
nutrition was investigated as the primary control of cellulase production.

When endoglucanase and exoglucanase could not be measured, an alternative
Carboxymethylcellulose-clearing method was used.

Crystalline cellulose was the best inducer, followed by lactose. The other mono- di-
or polysaccharides were non inducers or poor inducers. Cellobiose or glucose
repressed cellulase production in cellulose containing media. This repression was
selective for some components of the cellulase complex, and was not observed using
repressor concentrations below 3% w/v. Moreover, the degree of repression varied
with the age of the cultures. The mixture of both inducers had an unexpected negative
effect. Cellulase production by this fungus is inducible and subject to a complex
repression by easily metabolized sugars.

The enzyme production is due to de novo synthesis, two different B-glucosidase
forms were observed and cellulase-xylanase cross-induction was observed as well.

The data analysis shows that it is possible to present a new model of cellulase
regulation, that would explain cellulose recognition and cellulase induction in

filamentous fungi.

Key Words: 3-glucosidase, cellulase, filamentous fungi, Saccobolus.
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NOTA PERSONAL

La degradacién biolégica de los materiales lignoceluldsicos, haciendo una primera
aproximacién, parece un fenomeno simple, dado que se lo puede explicar como uno de
los procesos que cierran el ciclo del carbono. A través de numerosas reacciones se
degrada lo que se sintetizé a partir de los productos de fotosintesis, hasta llegar a
didéxido de carbono. El panorama se simplifica aun mas si nos limitamos a analizar la
biodegradacién de la celulosa.

Presentado asi, este fendmeno no nos pone frente a ningun problema que parezca
importante resolver.

Un analisis mas profundo muestra que algunos de los mecanismos y organismos
involucrados son potencial o efectivamente utiles para las actividades humanas. Esto
abre muchos puntos de interés, planteando el desafio de lograr que un proceso natural
funcione en condiciones controladas y eficientes. De hecho, gran parte de la
investigacion apunta al desarrollo de nuevas tecnologias.

Pero, y a pesar de lo anterior, esta Tesis no tiene este enfoque biotecnoldgico. Es
que hay algo mas para decir acerca de la celuldlisis? Si, porque si se observa en detalle
se ven numerosos puntos oscuros, y muchos mecanismos fundamentales sin
explicacion.

Durante todo el tiempo que llevé hacer este trabajo estuvo presente la siguiente
pregunta, que en mi opinién es el eje conceptual del mismo: ;cdmo puede la celulosa,
un polimero insoluble, inducir la sintesis de las enzimas encargadas de degradarla?
¢cual es el verdadero inductor de este sistema?. Analizando conjuntamente otros
aspectos, los interrogantes se hicieron mas complicados: ¢porqué los hongos
filamentosos son los principales agentes celuloliticos? ;existe 0 no un mecanismo que
regule la degradaciéon? ;estan acopladas, o mutuamente reguladas, sintesis y
degradacién?

Dado el nivel de entendimiento al que se llegd para otros procesos bioldgicos (la
sintesis de pared celular, por ejemplo) parece increible que no exista un modelo
satisfactorio que explique el fenomeno por el cual se recicla la mayor parte del carbono
existente en la Tierra.

Intentar develar alguno de estos interrogantes, que fueron planteados hace ya 40
anos, fue el motor de esta Tesis, que procura dar explicaciones desde un enfoque lo
mas biolégico posible, entendiendo esto ultimo como la vision que considera
simultaneamente todos los niveles (desde lo bioquimico a lo ecoldgico) que explican los

procesos vitales.



Celulosa

Es imposible hacer un calculo exacto de la cantidad de celulosa presente en este
momento en la biosfera, una estimacion razonable indica que hay alrededor de 1400
billones de toneladas. Cada afo cerca de 28 billones de toneladas de celulosa son
sintetizadas por las plantas, correspondiendo al 6% del CO, atmosférico fijado por los
organismos terrestres y marinos.

La tasa anual de produccion de celulosa (28 bill. ton.) representa sélo un 0.02% del
total estimado (1400 bill. ton.). Pareciera que la masa de celulosa de la biosfera
permanece estable, pero en realidad existe un sistema dinamico, en el cual se sintetiza
y degrada constantemente (Markham y Bazin, 1990). Esta sintesis es realizada casi con
exclusividad por las plantas y algas, siendo el principal componente de sus paredes
celulares. Dado que, excluyendo el agua, un vegetal esta constituido mayoritariamente
por pared, se entiende por qué la celulosa es el biopolimero mas abundante en la Tierra.

Es necesario analizar la estructura y funcion de la pared celular para comprender los
factores que determinan su degradacion, dado que los microorganismos no se enfrentan
a los componentes de la misma en forma aislada. Es razonable decir que lo que
funciona como sustrato son en realidad fragmentos de pared, en donde las
macromoléculas estan intimamente relacionadas en determinada disposicién espacial.

Las paredes celulares primarias de una gran variedad de plantas parecen tener
muchas caracteristicas en comun, y pueden tener estructuras muy similares. Utilizando
cultivos celulares de sicomoro, se pudo aislar pared primaria intacta, y analizar su
composicién sin interferencia de otros componentes del tejido. La composicion
porcentual obtenida (23% de celulosa, 21% de xiloglucanos, 20% de arabinogalactanos,
16% de ramnogalactanos, 10% de proteina rica en hidroxiprolina y 9% de
tetraarabinosidos unidos a hidroxiprolina), seria semejante en otras especies
(Albersheim, 1976). En estadios maduros la pared primaria puede presentar, ademas,
cantidades variables de lignina.

Un modelo estructural de la pared primaria muestra que la celulosa, un homopolimero
lineal 3(1-4)-D-glucosa (formado por aproximadamente 2000 unidades), se dispone en
haces de cientos de moléculas fuertemente empaquetadas (fibrilla). Estas fibrillas tienen
zonas externas amorfas, y un centro altamente cristalino, lo que confiere a éstas una
alta resistencia mecanica, ademas las zonas amorfas internas generan regiones de
torsion, por lo cual las fibrillas no son rectas (Blackwell, 1982).

Estos haces de celulosa estan inmersos en una matriz de hemicelulosa, sustancias

pécticas y proteinas, como se esquematiza en la figura [ (segun Albersheim, 1976).



Los xiloglucanos (o los arabinogalactanos en monocotiledéneas) forman una monocapa
que rodea la fibrilla, interconectandola a los polisacaridos pécticos. Las fibrillas no corren
paralelas, sino que forman una red, cuya estructura queda determinada por las

interconexiones en la matriz, la figura también muestra la disposicion reticular propuesta

para las gramineas (Carpita y Gibeaut, 1993).

figura la: esquema de la composicién de la pared

primaria (sicomoro), segun Albersheim, 1976.

I: fibrilla de celulosa

: xiloglucano

: ramnogalactano

G o

4: arabinogalactano

W

: proteina

6: tetraarabinosido

figura Ib: disposicidon espacial de
los componentes de la pared celular
de monocotiledéneas (Poaceae).

segun Carpita y Gibeaut. 1993.

|: glucuroarabinoxilano  2: xiloglucano  3: zona de union pectina-glucuroarabinano

4: ramnogalactano 5: uniones fenodlicas



La pared secundaria tiene una composicion y estructura mas variable, pero en lineas
generales presenta las siguientes caracteristicas: son mas gruesas, estan usualmente
lignificadas vy las fibrillas de celulosa estan formadas por moléculas mas largas (16000
unidades). La lignina, un compuesto aromatico que incrusta la pared previamente
formada por polisacaridos, es un heteropolimero amorfo, que ocupa el espacio entre las
fibrillas confiriendo mayor resistencia a esta pared. La matriz de la pared secundaria,
ademas, esta compuesta por hemicelulosas y pectinas (Frey Wyssling, 1976).

La pared celular funciona a la vez como sostén y proteccion de los protoplastos, tejidos
y érganos de las plantas, organismos sésiles que poseen estructuras perennes. Es
comprensible, entonces, que la pared deba ser lo mas inerte posible.

Esta necesaria estabilidad, sin embargo, dificulta el reciclado del carbono que las
compone. La energia acumulada en otros componentes de un vegetal (por ejemplo
almidon, azucares o lipidos) es rapidamente transferida hacia los niveles tréficos
superiores. La pared celular queda como un remanente, ya que no puede ser
aprovechada por ningun metazoo. El caso extremo son los érganos lefiosos, para los
cuales practicamente no existen consumidores.

El aprovechamiento de la energia que se encuentra acumulada en estas estructuras
queda naturalmente restringido, en cuanto a organismos y posicion dentro de las redes
troficas. Este material debe ser degradado sélo por organismos pequenos,
preferiblemente sésiles, que influyan lo menos posible en la tasa de incorporacién del

material al ambiente: los descomponedores.

Los hongos filamentosos: su rol como descomponedores

La mayor parte de los organismos pertenecientes al Reino Fungi son organismos
filamentosos. No puede hacerse una generalizacion acerca del tipo de nutricion, dado
que si bien gran parte de los hongos son saprobios, numerosas especies son biotréficas
(los endofitos, las micorrizas y los hongos parasitos). Sin embargo, sea biotréfica o
saprdfita, la nutricién fungica esta casi siempre asociada a las plantas.

Gran parte de los hongos son saproéfitos sobre material de origen vegetal, el cual
aprovechan por absorcion directa (en el caso de moléculas sencillas) o por degradacion
extracelular, por medio de enzimas liticas. Entre los sapréfitos existen organismos con
una amplia capacidad degradativa, por lo tanto con una estrategia oportunista, y otros
que se especializan en el aprovechamiento de sélo algunos compuestos.

Los habitats de estos sapréfitos son variadisimos, y algunos ocupan oportunamente

mas de uno. Es el caso de organismos de vida libre que ocasionalmente invaden



tejidos vegetales, nutriendose de los mismos. Estos organismos llegan a ser patégenos
(dado que causan un dafo en la estructura de la planta) sin ser biétrofos, un ejemplo es
Penicillium oxalicum (lkotun, 1984). Este oportunismo también se hace evidente cuando
se ve la diversa capacidad degradativa que presentan diferentes cepas de una misma
especie.

Antes de continuar es importante destacar que, si bien muchos hongos parasitos
causan necrosis y desorganizacion del tejido del hospedante, la capacidad celulolitica
no es un determinante de la virulencia del patégeno. En particular en los hongos
patégenos la regulacién de !a actividad celulolitica es diferente que en los tipicos
organismos saprobios (Heiler et al., 1993; Schauwecker et al., 1995). La patogenicidad,
por lo tanto, no es causada por una falta de control en la actividad celulolitica sobre la
planta viva,

Todo lo expuesto permite afirmar que el grueso de la degradacion de celulosa es
consecuencia de actividad no biotrofica.

Finalmente es necesario puntualizar algo mas acerca de Ia funcién de los hongos
filamentosos, responsables del 90% de la degradaciéon de material de origen vegetal (ver
siguiente seccion). ;Por qué los hongos y no las bacterias (o las levaduras) ocupan
exitosamente este lugar? Ambos son descomponedores, pero la diferencia en el nivel de
organizacion parece haber definido el éxito competitivo.

Ademas de enzimas (en verdad complejos enzimaticos) que permiten degradar
paredes celulares vegetales, sin que sus componentes de pared (B-1,3 glucanos y
quitina) sean afectados, los hongos posee sistemas hifales de penetracién en el sustrato
sumamente eficientes. Estos presentan crecimiento polarizado y capacidad de traslocar
nutrientes entre diferentes zonas del micelio, lo cual les permite crecer bien, con
independencia de las microheterogeniedades del sustrato (Carlile, 1995). Por otro lado,
facilita la dispersion, ya que en muchos casos el micelio vegetativo coloniza
profundamente el medio, y sélo las porciones reproductivas emergen. Un organismo

unicelular no podria lograr esto.

Degradacion de celulosa:

Cabe aclarar que, y dado que la celulosa esta fisicamente protegida por los otros
componentes de la pared celular, no parecen existir organismos exclusivamente
celuloliticos, sino organismos degradadores de pared. Para tener éxito competitivo en

estos sustratos un hongo debe poseer los sistemas enzimaticos celulasa, xilanasa y



pectinasa, inexistentes en otros grupos naturales, excepto algunas bacterias (una buena
revision de organismos celuloliticos puede verse en Mercuri, 1987a). Algunos de estos
hongos, ademas, son capaces de degradar lignina.

La degradacidén de materiales lignocelulésicos se logra gracias una accion biolégica, en
la que no soélo participan hongos, y la accion de otros organismos, inclusive los no
celuloliticos, condiciona la velocidad de la degradacion. Ademas los factores fisico-
quimicos del sustrato afectan al proceso. Entre estos dos son fundamentales: la
cantidad de humedad, y la cantidad de nitrégeno. Este ultimo es particularmente escaso
en los materiales celulésicos naturales, normalmente en una relacién carbono/nitrégeno
de 100:1, o aun mayor. Park (1975) presenta un analisis interesante de la influencia de
esta variable en el proceso degradativo.

Los diferentes organismos van creciendo y aprovechando el sustrato, que a causa de
esto cambia y adquiere propiedades nuevas. A medida que los cambios se suceden los
primeros colonizadores ceden espacio a los siguientes, quienes pueden utilizar el
sustrato en parte degradado. En cada una de estas etapas conviven e interactuan los
muchos componentes de la microflora (y microfauna) que habita este espacio.

Teniendo en cuenta estas observaciones se puede describir a los hongos
degradadores de material lignoceluldsico como aquellos que poseen sistemas
enzimaticos completos para digerir los polimeros de pared, y cuya nutriciéon se da en la
naturaleza por este mecanismo. Esto descarta organismos que tienen capacidad de
producir estas enzimas, pero que no ocupan estos espacios en forma habitual, y a los
organismos que se encuentran habitualmente en estos materiales, pero aprovechando
sustancias o bien aprovechando productos generados por las enzimas de otro
organismo.

Teniendo en cuenta que la degradacion de celulosa en cualquier ambiente implica la
degradacién mas o menos simultanea de otros compuestos, y la acciéon conjunta de mas
de un organismo, se hace en la siguiente secciéon una breve descripcion de este

fenomeno.

Degradacion de celulosa en hojarasca y suelo:

No es simple clasificar el material de origen biolégico presente en el suelo, ni describir
los procesos degradativos en este ambiente complejo y estratificado. Por otra parte no

se pretende en esta seccion explicar en detalle los numerosos y complejos fenémenos



que estudia la ecologia del suelo, sino mencionar algunos puntos salientes relacionados
con la degradacion de lignocelulosas. Ciertos aspectos especificos, como la
degradacion de estiércol y madera, ambos presentes en el suelo, se tratan en detalle
mas adelante.

Al principio de la introduccion se plantea, entre otros interrogantes, si la sintesis de
lignocelulosas (por parte de las plantas) y su degradacion (por parte de los
descomponedores) estan mutuamente reguladas. Para responder esto podria analizarse
si la degradacién de estos polimeros (hasta CO, y agua) se sincroniza anualmente con
la sintesis.

Para empezar, y dada la gran cantidad de agua en el planeta, corresponderia hacer un
balance de masa de CO,, que no es abundante y sufre un ciclo de transformaciones
quimicas. Este analisis muestra que la cantidad de CO, en la atmdsfera no es el factor
limitante de la produccion de biomasa vegetal. Dicho de otro modo: fluctuaciones mas o
menos grandes en la conversidn de lignocelulosas a CO, no pueden alterar en forma
significativa la productividad: si existe la coordinacion entre ambos procesos, no es la
liberacién de CO, el paso que los sincroniza.

La figura Il ilustra sintéticamente el balance en el ciclo del carbono:

Atmésfera
92,5 712 110
| |
Océanos — 90 110 Superficie
(superficie) S Terrestre

(biomasa de dificil

degradacién: 50-54)

Combustibles

Fosiles

IFlujo anual del carbono. las cantidades son gigatoncladas
de Gottschalk, 1988

Sin embargo, si se mira esta dindmica desde otro punto, la hipétesis de coordinacion
entre sintesis y degradacion puede ser planteada. A continuacion se hace una sintesis

de la misma, segun las revisiones de Witkamp y Ausmus (1975) y Swift (1975)



Primero hay que tener en cuenta los factores que realmente limitan la productividad
primaria: cuando el agua es suficiente, como en los bosques caducifolios templados, los
nutrientes limitantes suelen ser fésforo, potasio y nitrégeno. En segundo término hay
que pensar a un bosque como un sistema acumulador de nutrientes. En estos
ecosistemas ocurre un casi completo reuso de los elementos esenciales, lo cual
determina su éxito y estabilidad. Un ejemplo que apoya esta interpretacion es el de la
selva tropical, cuyo suelo es pobre, si bien sostiene una abundante biomasa vegetal.
Cuando con fines agricolas se elimina la vegetacion, se retira también la reserva de
nutrientes inmovilizados en ella, interrumpiéndose el ciclo de aprovechamiento. Estos
suelos sélo rinden unas pocas campanas de cultivo, y rapidamente se convierten en
paramos de arcilla suelta.

Antes de continuar es necesario aclarar que este enfoque de sistema acumulador es
valido también para otros ecosistemas, como la tundra, las praderas o los bosques de
coniferas.

La accidén de los microorganismos descomponedores esta limitada también por estos
elementos. A causa de esto se establecen relaciones de competencia, que determinan
la aparicion de estrategias muy diversas para el aprovechamiento: a partir del recurso
primario (por ejemplo las hojas de determinada especie) se generan, por la accion de la
microflora y microfauna, muchos recursos secundarios (heces, restos de material no
atacado, material parcialmente degradado, etc.). Cada uno de estos recursos
secundarios, ademas, es aprovechado de varios modos. La diversificacion se da por
especializacion espacial (p.ej: degradacion preferencial de un componente de esa hoja)
o temporal (accion temprana o accion tardia). El resultado final es que cada parte de
una planta se descompone gradualmente. Los elementos limitantes que la componen
quedaran retenidos dentro de las células de los diferentes descomponedores. Como
unos perduran mas que otros, la liberacién de los elementos al suelo es gradual, permite
al humus retenerlos y a las raices asimilarlos, evitando gran parte de la lixiviacién.

Todo en conjunto determina una sincronia anual entre descomposicién (que marca la
tasa de liberacién de nutrientes) y productividad primaria (determinada por la asimilacion
de nutrientes en las raices).

La senescencia periédica de hojas y raices parece ser una manera efectiva de
mantener los niveles de productividad muy por encima de lo que se espera (segun la

cantidad de nutrientes libres o aportados externamente desde la atmésfera o desde la

roca madre).



Este mecanismo parece estar bien ajustado en los bosques de caducifolias, en tanto
que en los bosques de coniferas podria ser menos eficiente. Dado que estas plantas
trastocan gran parte de los nutrientes desde las hojas hacia otras partes de la planta,
estas caen empobrecidas y, ademas, con alto contenido de lignina y resinas, lo cual
dificulta su descomposicion. En algunas areas la acumulacién cronica de detritus resulta
en un “secuestro” de nutrientes, que eventualmente puede determinar la desaparicion
del bosque.

El reciclado de nutrientes se impulsa con la energia acumulada en la celulosa y otros
materiales de pared. Los hongos, entonces, como principales agentes de degradacion,
juegan un papel clave en esta liberacién gradual de nutrientes limitantes.

No puede hacerse con facilidad una lista de los hongos que actian en el suelo. El tipo
de vegetacion y las condiciones climaticas determinan qué organismos van a
desarrollarse: es inapropiado hacer una flora “tipica”, la enumeracién de la flora fungica
del suelo sélo tiene sentido si se conoce el area en cuestion.

La descripcion general que si puede hacerse es la secuencia aproximada segun el tipo
de estrategia en el uso del recurso. Este puede ser cualquier 6rgano vegetal, los
organismos que aparecen sobre érganos diversos (de diversas especies vegetales) son
recurso-independientes (0 generalistas). Los Deuteromicetes, que en general
aprovechan rapidamente el sustrato y dan gran cantidad de esporas, son organismos de
este tipo. Los organismos recurso-dependientes son los que aparecen preferentemente
en ciertos sustratos, por ejemplo se ve que las especies de Xylariales y Aphyllophorales
se dan sobre 6rganos lenosos, y no sobre hojarasca.

Para la descomposiciéon de hojas, por ejemplo, los primeros en aparecer son hongos
del filoplano, sapréfitos o parasitos de Ia hoja viva, todos especialistas. Con respecto a
los parasitos biotrofos, en la hoja caida se ve en realidad la fase reproductiva, que da
estructuras de resistencia o de dispersion hacia nuevo follaje. Esta primera flora recurso-
dependiente (saproéfita o parasita) se ve también en material lefoso caido. Luego
aparece una segunda flora, que es mixta, con hongos generalistas y hongos
especialistas, que solo colonizan el material una vez incorporado al suelo. Esta flora no
tiene una composicion de especies constante, ya que las caracteristicas del sustrato van
cambiando a causa de la actividad biolégica (pH, tamano de la particula, presencia de
metabolitos y nutrientes). Es importante aclarar que celulosa, hemicelulosa y lignina no
se degradan sucesivamente como anteriormente se postulaba (ver degradacion de

estiércol, hipétesis nutricional) y no es la cantidad relativa de estos compuestos la que



determina fuertemente la composicion de la flora celulolitica o lignolitica. Por otra parte
las relaciones interespecificas (antibiosis, micoparasitismo, predacion) y los factores
fisicos (humedad, temperatura) también van marcando el momento en que un hongo
aparece o desaparece de la comunidad.

Ademas de los determinantes ambientales, los métodos de aislamiento generan
inconvenientes para la correcta descripcion de la flora del suelo. Adn los mejores
ejercen algun tipo de seleccién, siempre es posible no registrar algan organismo que
esta creciendo activamente en el suelo, o bien aislar alguno que estuviera presente en
una forma de resistencia.

El uso de medios de cultivo inadecuados (medios ricos, por ejemplo), ha llevado a
conclusiones erradas. En un relevamiento de hongos celuloliticos, especies de
Penicillium y Trichoderma sélo se aislaron usando niveles de nitrdgeno muy superiores a
los calculados para el suelo. En condiciones similares a las que existirian en la
naturaleza (un nivel de nitrégeno 100 veces menor que el medio anterior) aparecieron
especies que normalmente son consideradas como poco significativas en la
degradacion de celulosa (Park, 1975).

Ademas, algunos hongos que no presentaron actividad degradativa en este medio
pobre son mencionados usualmente como degradadores de celulosa caracteristicos y
cosmopolitas: su alta actividad se describe para condiciones de laboratorio éptimas, con
respecto a nutricion, pH y temperatura. Estas condiciones seleccionan positivamente
para una alta velocidad especifica de crecimiento, mientras que en el suelo los
organismos pueden ser exitosos con velocidades de crecimiento relativamente bajas, en
tanto presenten alta afinidad por el sustrato.

Como se ve ademas de ser compleja, la degradacién de celulosa en el suelo
responderia a factores que normalmente no se tienen en cuenta. En especial parece
que la presion selectiva no es en la direccion de degradarla lo mas rapido posible, al
contrario, se favoreceria la degradacién lenta, en tanto responda a un aprovechamiento
mas eficiente del recurso primario. Por otra parte la actividad real que un organismo
desarrolla en el suelo no necesariamente se refleja en condiciones estandarizadas. La
potente degradacion de celulosa es un fenémeno de laboratorio, de interés
biotecnolégico. Poco aclaran los estudios realizados con estas cepas hiperproductoras

acerca del pobremente comprendido proceso global de descomposicién.
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Degradacion de la madera:

Los hongos celuloliticos que actian en la descomposicion de la madera se clasifican
en tres grupos, segun el mecanismo de ataque (Markham y Bazin, 1990).

Los hongos de pudricién blanda atacan la celulosa, ingresando por el lumen de las
células, atraviesan la capa mas interna de la pared secundaria (Ss, la mas lignificada),
llegando a las capas exteriores, mas ricas en celulosa, las cuales degradan. Sus
sistemas enzimaticos estan muy asociados a las hifas, por lo que dejan un "fantasma”
de degradacion alrededor de las mismas, dado que sus sistemas son muy poco
difusibles. Este tipo de pudricién fue descripto inicialmente para especies de
Chaetomium, pero actualmente se consideran de este grupo muchos Ascomicetes y
Deuteromicetes celuloliticos, y no todos estan especializados en degradacién primaria
de la madera.

Los dos grupos siguientes incluyen hongos tipicamente xiléfagos. Los hongos de
pudricién castaifa, los cuales también mayormente degradan celulosa e ingresan por el
lumen, poseen sistemas enzimaticos muy difusibles, que llegan a las capas exteriores
(S2y S4). Estas enzimas desorganizan severamente la pared, dejando casi intacta la
lignina (presente en mayor cantidad en la capa S;), por lo que el tejido pierde cohesién,
generandose las estructuras poliédricas castanas, tipicas de este tipo de pudricion.
Algunas espacies de los géneros Gloeophyllum y Poria pertenecen a este grupo de
hongos.

Finalmente se definen los hongos de pudricién blanca. Estos pueden degradar
celulosa y lignina, por lo que este tipo de pudricion desorganiza completamente el tejido
lignificado. A este grupo pertenecen los agentes de pudricién de la madera mas
potentes: especies de los géneros Ganoderma, Trametes, Polyporus, Pleurotus,
Phellinus, Libertella, Xylaria, Hypoxylon, y Phanerochaete chrysosponum (Sporotrichum
pulverulentum), el mas estudiado degradador de lignina. Muchas de estas especies
atacan madera en pie, causando graves danos en la estructura de sostén, por ejemplo
especies pertenecientes a Ganoderma, que generan enfermedades cronicas en arboles,
los cuales pueden llegar a marchitarse al cabo de muchos anos.

Junto a estos hongos siempre progresan hongos y bacterias oportunistas no
celuloliticos que aprovechan azucares libres (presentes en la madera o producidos por
la accidn de los xilé6fagos). Entre estos aparecen los hongos de tincion (stainers), cuya

accioén de deterioro de la madera (sobre todo en almacenamiento), no se relaciona
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directamente con su capacidad celulolitica (Sanchez et al., 1995). Otro componente
importante del proceso degradativo, es la acciéon de insectos que reducen rapidamente

el tamano de la particula.

Degradacién de la celulosa en estiércol:

Las heces de herbivoros, un sustrato rico en material lignocelulésico, estan
notoriamente enriquecidas en nutrientes con respecto al material vegetal original. Por lo
tanto representa un habitat excelente para muchos hongos y también para pequefos
animales, bacterias y protozoos, quienes aprovechan la materia organica remanente. De
hecho en la materia fecal, tanto la producida por mamiferos herbivoros (estiércol) como
la originada por artrépodos y otros pequefos animales del suelo, se observa mayor
actividad fungica y mayor cantidad de organismos que en el suelo circundante (Lodha,
1974).

Los factores que determinan su mayor degradabilidad son: una cantidad relativamente
alta de materia organica soluble, alto contenido de nitrégeno, vitaminas, minerales y
otros
factores de crecimiento, y una estructura fisica (donde el material vegetal esta
procesado y particulado) que resulta en una buena aireacién, retencion de agua y
exposicion de los polimeros de pared. Con respecto al estiércol de grandes herbivoros,
especializados en el aprovechamiento de la celulosa por la accién de organismos
simbiontes, queda en este material suficiente celulosa como para sostener el desarrollo
de organismos especializados.

Los hongos fimicolas no se clasifican como hongos del suelo, si bien el estiércol esta
normalmente en él, debido a que no sélo estan especializados en el aprovechamiento
de este sustrato, sino ademas porque tienen mecanismos (estrechamente asociados
con el herbivoro) que les permiten reaparecer en el estiércol.

Este particular modo de dispersion se da por medio de la descarga violenta de las
esporas, a considerables distancias, en direccién a la luz. Esto permite que las esporas
lleguen a la hierba, y queden alli adheridas gracias al mucilago que las recubre. Como la
mayoria posee pigmentos oscuros, estan protegidas de la accion de los rayos solares.
En el género Pilobolus, con esporas hialinas, estas son descargadas en masa,
protegidas por la pared del esporangio que es pigmentada. Las esporas entran junto con
la hierba al tracto digestivo del herbivoro, pasan por él manteniendo su viabilidad y
sufriendo procesos que les permitirdan germinar rapidamente una vez que la materia

fecal es depositada.
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Este grupo esta formado por los géneros Pilobolus (Mucorales), Podospora, Sordaria
(Sphaeriales), Ascobolus, Ascodesmis, Ascophanus, Coprotus, lodophanus, Lasiobolus,
Saccobolus, Thelebolus (Pezizales, Ascobolaceae) y Copnnus (Agaricales), entre otros.
Algunas especies pertenecientes a estos géneros pueden colonizar, ademas, otros
sustratos (Lodha, 1974).

Muchos hongos que usualmente aparecen en el estiércol no llegan a él por estos
mecanismos especializados, y por lo tanto son muy comunes también en el suelo y
hojarasca. Algunos ejemplos son especies de los géneros: Cunninghamella, Kickella,
Mucor, Rhizopus (Mucorales), Aspergillus, Alternana, Cladosporium, Curvulana,
Trichoderma (Deuteromicetes), Chaetomium, Lasiosordaria (Sphaeriales), Gymnoascus,
Eurotium, Thielavia (Eurotiales). Sus esporas alcanzan el estiércol por medio de
salpicaduras, corrientes de aire o transporte por insectos. Estos hongos son muy
comunes en las heces de artrépodos y nematodes del suelo, donde crecen mejor que
en los restos vegetales intactos.

La sucesion regular de las fructificaciones de ciertos grupos de hongos es un
fenomeno natural bien conocido (Webster, 1970). A partir de estas observaciones se
propuso lo que
luego se denomind hipétesis nutricional. Segun lo propuesto por este modelo, los
requerimientos nutricionales de cada hongo son la causa de esta sucesién. Los
Zigomicetes aparecen en la fase temprana de la secuencia. Sus esporas germinan
facilmente y su crecimiento es comparativamente rapido. Son incapaces de degradar
celulosa o lignina, y por ende dependen de altas concentraciones de azucares solubles.
En cuanto estas moléculas se agotan, desaparecen, momento en que surgen
Ascomicetes e Hifomicetes capaces de degradar celulosa. La lignina se descompone
hacia la fase final, dado que los Basidiomicetes (que pueden degradar este polimero)
aparecen tarde en la secuencia. Las esporas de Ascomicetes y Basidiomicetes
germinan mas tarde que las de los Mucorales, y el crecimiento del micelio es mas lento.

Esta explicacién fue aceptada sin haberse comprobado experimentalmente algunas
suposiciones, tanto acerca de los requerimientos nutricionales como de la composiciéon
quimica del sustrato a lo largo de la degradacion.

Por esto, cuando se analizé la sucesion en estiércol bajo condiciones controladas se

obtuvieron resultados que no coinciden exactamente con lo que esta hipotesis propone.

13



La siguiente tabla reune los datos obtenidos por diferentes investigadores, y muestra
que la secuencia de aparicidn no esta claramente delimitada. Las superposiciones

indican que organismos con diferentes tipos de nutricién conviven por largos periodos.

estiéreol de:

caballo  vaca butalo  rata mono  congjo
Mucorales 4-8 4-6 4 4-8 4-8 2-8
Hifomicetes 6-10 6-18 8-12 6-8 6-14 2-22
Pezizales 8-12 10-14 10 8-10 --- 6-22
Sphaeriales 12-16 10-20 14 10-18 16-22 9-28
Lurotiales 16 - 18 16 12- 14 - -
Basidiomicetes * * * * * 9-37

(los ndmeros corresponden a dias).

*: aparece. pero no fue identificado de Lohda. 1974

Con respecto a la composicién del sustrato no hay muchos estudios realizados, pero al
menos en uno se muestra que los polimeros son degradados simultdaneamente desde el
inicio, aunque con tasas diferentes.

Ademas el contenido de materia organica soluble no decae rapidamente, por el
contrario, se mantiene constante a lo largo del proceso de descomposicién, como

muestra la tabla:

Composicion quimica det estiéreol de caballo durante la descomposicion

(datos ¢n gramos. peso seco)

inicial 9 dias 19 dias 33 dias 47 dias

matcria orgdnica soluble 6.92 6.93 6.08 5.43 4.50

hemicelulosa 31.93 26.06 18.17 13.31 8.04

celulosa 48.00  36.81 22.79 12.98 10.06
lignina 31.80 2739 2597 2450 2340
cenizas 13.86 13.15 12.86 14.59 14.79
proteina. insolubles 8.94 11.25 13.08 12.40 13.26
total 115.45 13429 107.95 89.71 84.55

de Lohda. 1974

El estudio de la reproducciéon de estos organismos hace suponer que la sucesién es
consecuencia del tiempo minimo (factor intrinseco) que cada especie necesita para

alcanzar la madurez, y muestra, ademas, que es falsa la suposicion de que las
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esporas germinan en momentos significativamente diferentes (Wicklow et al., 1980).
Tampoco la persistencia de los cuerpos fructiferos puede ser interpretada usando la
hipétesis nutricional. Con respecto a este caracter se establecen dos categorias:
especies efimeras, que perduran menos de 40 dias, y especies persistentes, que
fructifican por mas de 50 dias. Dentro de la primer categoria estan las especies que se
presumen tipicamente coproéfilas (descargan violentamente sus esporas). En la
segunda, con excepcion de Sordaria, se agrupan organismos que no se dispersan por
mecanismos especializados. La falta de correlacién entre persistencia y nutricion es
clara, en ambos grupos hay tanto hongos que usan materia organica soluble como
hongos que degradan celulosa y hemicelulosas.

Por ultimo hay que analizar la influencia de interacciones interespecificas sobre la
fructificacion. Se ha comprobado que, si bien la degradacion de un sustrato es un
proceso natural cooperativo, la competencia entre ciertos hongos disminuye la potencia
de la degradacién (Wicklow et al., 1979; Wicklow y Hirschfield, 1979). Esta ineficiencia
en la utilizacién del sustrato podria generar, por ejemplo, un retardo en la fructificaciéon
para alguna especie (Wicklow y Yocom, 1981). Otros antagonismos pueden contar
también, por ejemplo la antibiosis impediria que prosperen algunas especies
capacitadas para la degradacion. Por otra parte, la produccion de metabolitos por parte
de un hongo podria facilitar el crecimiento de otro.

Como se ve la hipétesis nutricional tal como fue postulada no es correcta, sin embargo
no se invalida que la degradacién completa del sustrato se da por la accidén conjunta,
simultanea o sucesiva, de distintos organismos, incluyendo bacterias y animales,
ademas de hongos. Para cada uno podria definirse un nicho: un espacio n-dimensional
(donde n es el numero de factores ambientales que afectan su desarrollo) que esta
determinado basicamente por sus caracteristicas genéticas. Sin embargo, la magnitud
que este hipervolumen tiene en la naturaleza esta determinada por la presencia de otros
organismos que alteran la disponibilidad de los recursos. Este enfoque permite ver por
queé la velocidad y alcance de la degradacion de celulosa en el estiércol no dependen de
la cantidad y calidad de enzimas que los hongos puedan producir, sino de la accion
enzimatica que realmente se da, sobre un sustrato que esta previamente procesado de

determinada manera.
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Degradaciéon en el rumen:

En el tracto digestivo de los rumiantes una flora mixta de bacterias, protistas y hongos
permite a estos herbivoros aprovechar polimeros ricos en energia, sin poseer los
complejos enzimaticos para ello.

Estos animales desgarran precipitadamente las hojas de gramineas, y otras partes
vegetales y las almacenan, regurgitandolas y masticandolas luego.

La fermentacion anaerobia ocurre en el rumen, donde se degradan celulosa y otros
polisacaridos. Los productos finales de degradacion son aprovechados por el animal,
que depende de la energia que obtenga de la celulosa.

Entre estos microorganismos simbiontes se encuentra el hongo Neocallimastix
frontalis. Hasta la década del ‘60 las zoosporas de este Chitridiomicete se confundieron
con protozoos y no se consideraba que existieran hongos en esta microfiora,
actualmente se conoce que es uno de los hongos mas comunes en este habitat, se
describié su capacidad celulolitica y se han caracterizado sus enzimas (Vavra y Joyon,
1966, Orpin, 1981; Borneman y Akin, 1994).

Degradacién de celulosa por hongos acuaticos:

Gran parte de la sintesis de celulosa es realizada por algas y plantas acuaticas, sin
embargo poco se conoce acerca de la dinamica de descomposicion en ambientes
acuaticos, particularmente en los océanos. Comparado con la cantidad de especies
terrestres el numero de hongos marinos o de agua dulce es bajo, si bien es cierto que el
numero de especies acuaticas esta subestimado, debido a obvias dificultades
metodolégicas.

Se conocen especies celuloliticas entre los Ascomicetes marinos y entre los
Chitridiomicetes e Hifomicetes de agua dulce, aunque no hay certeza de que actuen
como degradadores de celulosa in situ (Markham y Bazin, 1990).

Dado que los hongos son en su mayoria organismos aerobios se explica por qué no
representan una parte importante de la microflora de estos ambientes, por ejemplo los
fondos marinos y lacustres, que son fuertemente anaerobios.

Por otro lado la actividad celulolitica que algunos Oomicetes presentan, por ejemplo
Saprolegnia, no tiene caracter nutricional, sino morfogénico. En estos hongos (con

paredes de celulosa), las enzimas son importantes en el crecimiento (Fevre, 1977).
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Celulasas fungicas:

Como ya se explicd, los procesos de descomposicion del material de origen vegetal
son numerosos y complejos. El tamano de particula del sustrato, la humectacion y otros
factores no enzimaticos juegan un papel clave. Sin embargo la degradacion de las
moléculas de celulosa (y otros polimeros de pared) sélo es posible a través de
mecanismos enzimaticos. Es decir. a menos que organismos celuloliticos colonicen el
sustrato, y efectivamente sinteticen celulasas, esta permanecera intacta.

Todos los organismos que pueden degradar celulosa secretan sistemas enzimaticos
mas o menos complejos, compuestos por varias enzimas que actuan conjuntamente
para hidrolizar la celulosa hasta glucosa. Los mejor caracterizados son los de
Phanerochaete chrysosponum (Sporotnchum pulverulentum), un hongo de pudricién
blanca, los de algunas especies de los géneros Fusarium, Penicillium, Aspergillus,
Agaricus y los de Trichoderma koningii, T. viride y T. reesei (Coughlan y Ljungdahl,
1988), este ultimo el mas estudiado agente celulolitico, que ha servido para elaborar los
modelos de regulacion, producciéon y modo de accion de celulasas (Kubicek et al.,
1993a). T. reesei (Simmons, 1977) es un mutante hiperproductor obtenido en laboratorio
(Mandels et al., 1971), lo cual explica, en parte, que los modelos propuestos no siempre
ajusten con los resultados obtenidos usando otras especies.

La produccién y modo de accion de las celulasas fungicas no han sido muy estudiados
en el ambiente natural, los estudios de laboratorio, debido a su factibilidad y
repetibilidad, permiten elaborar hipétesis (con ciertas limitaciones) acerca de como
ocurre. Los datos experimentales obtenidos son muchos, estan compilados en muy
buenos trabajos (Wood y Garcia Campayo, 1990; Béguin, 1990; Kubicek et al., 1993a).
La siguiente seccidn sintetiza los conceptos mas relevantes mencionados en ellos,

actualizados con algunos datos recientes.

Sistemas celuloliticos:

Se han definido tres tipos de celulasas fungicas: a) celobiohidrolasas o exoglucanasas
(CBH), las cuéles atacan la molécula por el extremo no reductor, liberando paso a paso
dimeros (celobiosa), b) endoglucanasas (EG) las cuales atacan uniones en cualquier
zona de la molécula, al azar, y c) 3-glucosidasas (BG) que hidrolizan celobiosa
(ocasionalmente celooligosacaridos de bajo peso molecular) hasta glucosa.

Todas estas enzimas actuan sobre uniones (3-1,4. Aunque hay algunas excepciones,

los sistemas celuloliticos eficientes estan compuestos por las tres clases de enzimas.
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Para determinar si una enzima ya purificada es de uno u otro tipo, debe analizarse su

actividad sobre varios sustratos. La tabla muestra el criterio de mayor consenso:

celulosa cristalina celulosa amorfa CMC celooligosacaridos celobiosa
CBH baja muy activa nula activa nula
LG nula muy activa muyv activa activa nula
BG nula nula nula activa activa

segun Wood y Garcia Campayo, 1990.

Es pertinente aclarar que este diagndstico es utilitario y no debe considerarse como
una descripcion del modo de accién. Este error se comete muchas veces, ambos
conceptos se confunden y se oscurece la interpretacion de los datos obtenidos. Mas
adelante se vuelve sobre esta problematica, explicando, por ejemplo, qué significa que
la endoglucanasa no sea activa sobre celulosa cristalina.

El criterio de especificidad antes presentado puede ser contradictorio con ciertas
observaciones: se han encontrado exoglucanasas que no liberan exclusivamente
celobiosa (Schmid y Wandrey, 1990), o que presentan actividad de tipo endoglucanasa
(Kyriacou et al., 1987). La explicacion puede ser simple: las enzimas pueden no estar
perfectamente purificadas, o pueden formar complejos. Desde que se difundié el uso de
técnicas de clonacion las enzimas han podido obtenerse en forma pura, y en algunos se
resolvié el interrogante planteado. Por otra parte el uso de sustratos celulésicos no

estandarizados también da lugar a resultados confusos.

Isoenzimas:

Todos los sistemas fungicos conocidos son multienzimaticos, el nimero de
componentes depende del organismo, las condiciones de cultivo y las técnicas de
purificacién. Por ejemplo para T. reesei se conocen entre 4 y 8 endoglucanasas 2
exoglucanasas y 1 a 2 3-glucosidasas. En todos los casos parece que soélo algunos
componentes estan genéticamente determinados, otros son el resultado de glicosilacién
diferencial, de protedlisis parcial, de asociaciéon con fragmentos de pared flungica o de

agregacion entre enzimas (Willick et al., 1984).

Estructura molecular de las celulasas:

Las secuencias primarias de celulasas de origen fungico y bacteriano han sido
comparadas, parece que todas estas enzimas estan compuestas por dos dominios
funcionales distintos: un dominio nucleo (poco conservado) y un dominio cola (muy

conservado).
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Por ejemplo, para T. reesei han sido clonadas y secuenciadas dos exoglucanasas
(CBH Iy Il) y dos endoglucanasas (EG | y lll). La figura muestra un esquema de las

secuencias, y la estructura tridimensional propuesta.

ntron B A
. - —_ — O
CBIT = o ‘ [_:}-C dominio nacleo
i ne —_ . . region bisagra
(681110 | S o ] l - - ° dominiocola —— 2
G ] |-
Esquema de cuatro de los genes de T. reesei.
EG 1 - | [} Obsérvese la homologia entre CBH Iy EG I
de Wood y Garcia Campayo. 1990
C8H C
CBH I C

Las cuatro enzimas tienen regiones de alta homologia (A: 70 %, B: 50-60%). La
estructura del dominio cola tiene forma aplanada, con una cara hidrofobica y otra
hidrofilica, su funcion es la adhesion al sustrato y ademas se postula que interactua con
la fibrilla, “abriéndola” y disminuyendo localmente la cristalinidad, favoreciendo asi el
clivaje de las uniones. El dominio nucleo es la regién catalitica, tiene 1a forma de un
tunel (en las CBH) y contiene al sitio activo.

La regién bisagra conecta ambos dominios, es flexible y esta altamente glicosilada, se
supone que para prevenir el ataque proteolitico o bien para asegurar una distancia
minima entre ambos dominios funcionales. Esta regiéon permite a la enzima unirse al
sustrato por el dominio de adhesién, y deslizarse lateraimente llevando al dominio

catalitico hacia nuevos sitios de corte (Srisodsuk et al., 1993).
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La comparacion de los dominios cataliticos segun el analisis de secuencias de

aminoacidos establece diferentes familias, como se resume en la sig. tabla:

Familia Sub-Familia Organismos modo de accion y enzima
A Al a A4 diferentes géneros bacterianos ENDO y algunas xilanasas
AS Trichoderma reesei ENDO (EG I1I)
Schizophyllum commune ENDO
B Bl diferentes géneros bacterianos ENDO
B2 Trichoderma reesei EXO (CBH 11)
C Trichoderma reesei ENDO (EG I)
Trichoderma reesei EXO (CBH )
Phanerochaete chrysosporium EXO
DvE " Diferentes géneros bacterianos ENDO
Diferentes géneros bacterianos xilanasas y ENDO

adaptado de Béguin. 1990

Esta clasificacion realizada por Henrissat se ha ampliado: se definieron mas familias en

donde se incluyen celulasas de otros hongos (Henrissat, 1991; Henrissat y Bairoch,

1993). La mayor parte de estas familias incluyen enzimas de origen muy diferente, y de

accion muy distinta. Asumiendo que estas secuencias primarias similares se

corresponden con una forma tridimensional y sitios activos también similares, se puede

pensar que la variedad de enzimas requeridas para la hidrélisis podria generarse con

cambios sutiles en el dominio catalitico, no es estrictamente necesaria la aparicion de

enzimas totalmente diferentes.

El analisis para la regién de adhesion muestra una situacién muy diferente:

Dominio catalitico Tipo Funcién Presente en Familia Posicion
Trichoderma reesei adhesion sustrato T.reesei CBH I C C term.
T.reesei CBH I B N term.
T.reesei EG 1 C C term.
T.reesei EG 111 A N term.
P. chrysosporium C C term.
CBH I
Cellulomonas fimi adhesién sustrato C. fimi varias C oNterm.
y otras bacterias
Clostridium thermocellum adhesion sustrato C. thermocellum varias C oNterm.
o union al
celulosoma
Bacillus subtilis ? Bacillus sp. AyF C term.

tipo de organismo y, al contrario que para el dominio nucleo, no comparten secuencias

adaptado de Béguin, 1990.
Como se ve, al menos para los genes analizados, cada familia se corresponde con un

procariontes y eucariontes. Todas las enzimas de un organismo presentan una

20



region de adhesidn similar, independientemente de qué clase de regidn catalitica
posean o de qué tipo enzima sea.

¢ Qué parte de la estructura molecular es responsable del modo de accion endo o exo?
Observando la estructura de las celulasas de T. reesei se puede decir que no esta
determinado por el dominio de adhesion, se ha demostrado que una proteina heteréloga
formada por el nucleo de la CBH | y el dominio cola de la EG | presenta actividad
exoglucanasa (Srisodsuk et al., 1997). Tampoco la posicidon amino o carboxiterminal es
determinante.

El modo de accion parece ser consecuencia de diferencias clave en el dominio
catalitico, esto al menos es cierto para las muy similares CBH Iy EG |.

El estudio de la estructura terciaria de ambas muestra que unos pocos aminoacidos
diferentes son responsables de una forma mas abierta para el nucleo de la
endoglucanasa (Rouvinen et al., 1990).

Estos autores proponen que la forma de tunel es tipica de la exoglucanasas, ya que
restringe la accién a los extremos de la molécula. Las mismas no tendrian accién sobre
CMC dado que se detendrian en el primer residuo sustituido. Las endoglucanasas
tendrian un nucleo con una forma mas tipica, como una grieta o hendidura, asi pueden
acceder a los enlaces en zonas internas de la molécula de celulosa.

¢ Cual es la funcionalidad del dominio de adhesién en las endoglucanasas, que se
adhieren a la celulosa cristalina sin degradarla?.

Aqui no corresponde buscar una respuesta, es incorrecta la pregunta por un error de
enfoque: la funcion de este dominio en cualquier celulasa es la de unirse a las formas
nativas de celulosa (heterogéneas e inmersas en una matriz de pared), que no son
celulosa cristalina (una preparacion purificada y recristalizada), pero si son insolubles.

Si se piensa en la celuldlisis fuera del tubo de ensayo, parece claro que las endo y
exoglucanasas no son tan diferentes como parecen segun la caracterizacion utilitaria

(pero artificial) que se utiliza habitualmente.



Modo de accién
Aunque la degradacion de celulosa no esta perfectamente entendida, puede

esquematizarse en lineas generales el siguiente mecanismo:

EG EG EG
B . Esquema del modo de accién
RS PN N 1 cooperativo del sistema celulasa.
e e e ceeeeoeeoeeeeeeeeeees EXOexogucanasa (celobiohidrolasa)
il b o RGN 28 S T e RG:B-glucosidasa
- - ~ = « 1! extremo reductor
2 2 extremon
£G EG Exo. 0 no reductor
EX0 o E6 B0 Exo
\ - \ ' ‘e
- - o -y > > -
-—- - - S wa” T -- Noétese que a medida que actua la
,.......:.f..,..... * & = & e oo oo ooe= endoglucanasa se generan mas sitios
T PR - ’;'.".’.".’ - " disponibles para la accion
~ . “ N o e Y e r solubilizadora de la exoglucanasa.
. N .
EXO EXO -~ g
— T EXO
N EXO A
. - EG td EG A su vez, a medida que las cadenas
- . ’ \‘ . exteriores se degradan. las enzimas
- - . -’ - van accediendo a las zonas internas ae
......-' - - A'- - - - A‘ - - o o o @ = -
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-
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- N\
8G - 8G
8G
adaptado de Coughlan v Ljungdahl. 1988

Actualmente se cree que previa a la hidrélisis sélo se necesita de la apertura local de la
fibrilla por parte del dominio de adhesion. Sin embargo algunos autores todavia
consideran que existe un evento previo, aunque hay mucha discusion al respecto de su
validez.

Este primer paso (no enzimatico) seria la pérdida de la cristalinidad (amorfogénesis).
No esta claro que exista un agente para este efecto y los resultados no son en absoluto
concluyentes (histéricamente se postulaba la existencia del componente C1, que nunca
pudo ser descripto). Inclusive hay modelos que proponen mas de un paso antes de la

degradacion, como desgajado o segmentacién de la fibrilla (Coughlan y Ljungdahl,

1988).



La hidrélisis enzimatica puede describirse asi: la endoglucanasa actua sobre zonas
amorfas de la fibrilla, generando numerosos sitios de accion (extremos no reductores)
para la exoglucanasa, quien es el agente responsable de la solubilizacién porque libera
sucesivamente dimeros. Finalmente la 3-glucosidasa actua sobre los oligémeros
solubles.

A medida que la fibrilla es atacada ambas enzimas acceden a las zonas profundas, el
resultado es la completa digestion de la celulosa.

Este modelo esta avalado por un estudio reciente (Kleman Leyer et al., 1996), en
donde se utilizaron enzimas purificadas de T. reesei, solas 0 en combinacién. La accién
individual de Ia endoglucanasa sobre fibras de algodon resulta en una rapida pérdida del
grado de polimerizacion, sin solubilizacion, en tanto que la exoglucanasa es incapaz de
actuar sobre el sustrato en forma significativa, si antes no actuo la otra enzima. Cuando
ambas enzimas estan juntas el sustrato es convertido eficientemente en productos
solubles (sinergismo endo-exo).

Otros autores ya habian propuesto la cooperacion entre endo y exoglucanasas de P.
pinophilum (Wood et al., 1989) aunque mostraron que debian estar presentes dos
exoglucanasas (CBH ! y Il) y una endoglucanasa (lll o V). Al respecto de esto es
interesante la propuesta de que las endoglucanasas que tienen respuesta sinérgica
serian las que interactuan eficientemente con la celulosa cristalina, explicandose por
qué algunas endoglucanasas (en P. pinophilum la |, Il o IV) no presentan sinergismo.

Las cantidades absolutas y relativas de cada enzima también determinan el grado de
cooperacion, el balance 6ptimo seria el que se registra normalmente en el medio de
cultivo. Con todo esto queda claro que el modelo expuesto aqui es una simplificacion de
la situacién real.

Los ensayos de degradacion de celulosa por hongos de pudricién castafa, que no
tienen exoglucanasa (Uemura et al., 1993), no responden a este modelo. En estos
organismos se vio que la fibrilla queda reducida a las zonas cristalinas luego de la
digestion completa de las areas amorfas de torsion (Kleman Leyer et al., 1992). Parece
que el aprovechamiento de la celulosa en estos sistemas es ineficiente ya que la
endoglucanasa seria la Unica responsable de la degradacién de la celulosa. Se propone,
ademas, que un ataque oxidativo (no enzimatico), abriria la fibrilla y liberaria algunos

productos solubles.

23



En los hongos de pudricion blanca, como P. chrysosporium, la situacion parece muy
compleja, porque las endo y exoglucanasas estarian actuando al mismo tiempo que el
complejo ligninasa (de todos modos el resultado de la degradacién es consistente con la
cooperacion endo-exo). La representacion esquematica de ambos sistemas incluye el
efecto de fuertes oxidantes (generados por las ligninasas) sobre la celulosa (Jennings,
1995).

Otro tipo de sinergismo se ha registrado entre dos exoglucanasas: CBH |y Il de
T.reesei (sinergismo exo-exo), pero hay mucha controversia al respecto y no se sabe si
es un efecto natural. Algunas explicaciones para esta observacion son: a) que existen
exoglucanasas que cortan en los extremos reductores (Barr et al., 1996), b) que podrian
existir dos tipos estereoquimicos de extremos no reductores y que cada exoglucanasa
tendria preferencia por uno de ellos, el ataque de una enzima dejaria, en Ia otra cadena,

expuesto el extremo (del otro tipo) preferido por la otra (Wood y McCrae, 1986).

AWAl VA VIR AVWAY o

/“\ P
G G
N N
extremo no reductor tipo | extremo no reductor tipo Il
o s o—
———— IS o
oo N I —o -~
WA

accion diferencial de dos tipos de CBIH

Sin embargo, otra opinion al respecto es que la observada cooperacion entre
exoglucanasas podria deberse a errores metodoldgicos: contaminacion de
endoglucanasa en la fracciones tomadas como puras, sustratos inadecuados para
definir una forma como exoglucanasa (pudiendo ser en realidad una endoglucanasa) o

existencia de complejos multienzimaticos, que son obtenidos como fracciones puras por

los métodos usuales.
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Produccion del sistema celulolitico:

La regulacion de la formacién de las celulasas, si bien ha sido objeto de intensos
estudios por parte de muchos grupos de investigacion, es un proceso metabdlico que no
ha sido develado por completo.

El panorama, que en un principio parecia relativamente sencillo, a lo largo de afios de
estudio se fue haciendo muy complicado.

La gran mayoria de los hongos celuloliticos sélo producen estas enzimas
extracelulares en presencia del sustrato (celulosa). Asimismo, se sabe que habiendo
azucares junto a este polimero complejo, se da (en lineas generales) una utilizaciéon
secuencial, comenzando por la fuente de energia de mas facil asimilacion. Esta es toda
la generalizacion que puede hacerse.

Actualmente se sabe que la regulacion de este sistema es realmente compleja, dado
que hay distintos niveles de reconocimiento del sustrato y de regulacion (a nivel genético
fundamentalmente).

En resumen, no se puede describir la regulacién de la produccion de celulasas como
un proceso de induccién por sustrato, del tipo operdn lactosa, ni tampoco explicarlo
como represion catabdlica por azucares sencillos, del tipo que se da en diauxia.
Lamentablemente, y a falta de un modelo de proceso, hay que exponer gran parte de
los resultados obtenidos por diferentes investigadores, para luego armar un esquema

actualizado, pero provisorio. Esto se hace en la siguiente seccion.

El modelo regulatorio para hongos celuloliticos:

Como fue expuesto en otras partes de la introduccién la mayor cantidad de
investigacion respecto a las celulasas fungicas se han realizado con Trichoderma reesei
(antes T. viride).

Por ello, y para empezar, se hara una sintesis de estos trabajos, para mostrar como se
fue formando el actual panorama, dejando de lado lo referente a otros organismos.

Lo que se resume, ademas, es sélo acerca de la influencia de la fuente de carbono, ya
que otros factores (nitrégeno, pH, etc.) influyen, pero sin ser los determinantes

primarios.

Las primeras aproximaciones:

Elwin T. Reese y sus colaboradores realizaron los primeros ensayos de celuldlisis en

que se relaciono la capacidad celulolitica de diferentes hongos sobre celulosa (y sus
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derivados) con la posible estrategia de ataque, estableciendo el modelo C1-Cx (que

actualmente no es valido):

celulosa nativa C1 celulosa parcialmente Cx
(cristalina)  ~---cmrmeeeeeeees degradada moléculas
(no cristalina, cadenas (endoglucanasa) solubles
cortas) (exoglucanasa)

(B-glucosidasa)

organismos no celuloliticos

organismos celuloliticos verdaderos
de Reese et al., 1950

Con el antecedente de que los productos de hidrélisis actuan sobre la induccién de
hidrolasas (como ocurre con las amilasas), Reese y Levinson (1952) estudiaron el efecto
de la glucosa y celobiosa sobre la produccion del sistema celulasa. Estos azucares no
inducian este sistema enzimatico, que mostrd ser adaptativo (inducible por sustrato) en
un gran numero de especies fungicas. A partir de aqui los estudios se centraron en
Trichoderma viride.

Mandels y Reese (1957) plantearon una pregunta fundamental acerca de la produccion
de estas enzimas: “las celulasas son enzimas adaptativas, pero su sustrato es [una
macromolécula] insoluble: ;cémo puede ocurrir Ia induccidon?”. En este trabajo se
demostré que la lactosa (ademas de la celulosa) era inductora, en tanto que se confirmé
que la celobiosa y la glucosa no inducian.

El efecto negativo de la celobiosa, sin embargo, se consideraba un artificio. La
hipétesis de que era el inductor natural seguia vigente. Mandels y Reese (1960)
postularon que la tasa de crecimiento (alta en cultivos con celobiosa) interferiria con el
efecto activador de la misma, en tanto que en condiciones de crecimiento lento
(similares a las naturales) tendria un efecto positivo. Por otra parte encontraron una
impureza en la glucosa que tenia un fuerte efecto inductor, y propusieron que un
intermediario en el metabolismo de la celobiosa (de la misma naturaleza quimica que
esta impureza) seria el verdadero inductor.

Estudios sobre esta hipétesis confirmaron que la impureza era un disacarido, la
soforosa (3,2-glucopiranosil glucosa), y demostraron el fuerte efecto inductor de este
compuesto (Mandels y Reese, 1962).

Nisizawa y sus colaboradores demostraron que, en presencia de un inductor, la
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respuesta (liberacion de enzimas) se debe a sintesis de novo (Nisizawa et al., 1971y
1972), y ademas esta regulada por represion catabolica (Nisizawa, 1972; Sternberg,
1976).

A partir de 1977 los mutantes de laboratorio de T. viride se denominaron como una
nueva especie: Trichoderma reeseij (Simmons, 1977). Ya en 1971 se habia desarrollado
uno de estos mutantes, la cepa QM9414 (Mandels et al., 1971), la cual ha sido usada
casi con exclusividad para todos los estudios posteriores.

Teniendo evidencia firme de un proceso de induccidén se continud trabajando en la
busqueda de la molécula que dispara el proceso. La hipétesis originalmente planteada
por Mandels y Reese (1960) (el inductor seria formado a partir de la celulosa por
enzimas constitutivamente presentes en bajos niveles), fue retomada. Se postulé que la
soforosa podria ser el real inductor. Este disacarido seria el resultado de la actividad
transglicosilasa de la B-glucosidasa (Crook y Stone, 1957) sobre la celobiosa (Sternberg
y Mandels , 1979). Esta hipétesis se convalidé por los trabajos de otros grupos de
investigacion (Vaheri et al., 1979).

Dado el posible rol de la exoglucanasa como productora de celobiosa y el de la 3-
glucosidasa como formadora del verdadero inductor, se comenzd a investigar si la
regulacion por sustrato (fuente de carbono) era diferente para ambas enzimas.
Sternberg y Mandels (1982) mostraron que gran parte de la actividad B-glucosidasa
permanece asociada a la pared y existe alli en forma constitutiva, en tanto que las otras
celulasas son solubles e inducibles.

En este punto la hipétesis de la soforosa como verdadero inductor era muy firme, y
este concepto fue el rector de muchos estudios durante afios. También la supuesta
influencia de la tasa de crecimiento sobre la induccién, asi como la idea de la naturaleza
parcialmente constitutiva de la B-glucosidasa, siguieron vigentes muchos anos. La
hipotesis de que fuera la celobiosa el inductor verdadero, dados los resultados

obtenidos, fue abandonada.

;. Cdédmo se reconoce la presencia de celulosa?:

El problema del reconocimiento inicial de la celulosa fue enfocado de modo diferente
por varios grupos.

Por un lado se propuso que la pared de los conidios contiene cantidades constitutivas
de endoglucanasa, y asi se iniciaria el ataque (Kubicek, 1987; Kubicek et al., 1988).
Luego se demostrd que, en realidad, tienen exoglucanasa (Messner et al., 1991), y se

postuld un sinergismo del tipo exo-exo para la degradacion inicial.



En contraposicion, se tenian evidencias de que las enzimas eran sintetizadas
constitutivamente (en niveles basales) por el micelio, y que esta actividad basal seria

responsable de la produccion del inductor (EI Gogary et al., 1989).

El problema de la molécula inductora:

La naturaleza del inductor aun hoy sigue siendo motivo de controversia.
A favor de la soforosa esta la evidencia mostrada por Claeyssens et al. (1990) y
Toussaint y Vignon (1990), de que es un producto de la transglicosilacion (in vitro) de la

B-glucosidasa. Umile y Kubicek (1986) habian demostrado su formacion in vivo, por

parte de la $3-glucosidasa constitutiva de pared.

La celobionolactona se postulé como inductor también (Vaheri, 1982), este compuesto
se detectd en cultivos en celulosa cristalina (Szakmary et al., 1991) y se propuso un
posible mecanismo de produccién por parte del micelio (Kubicek et al., 1993a).

Asimismo la sorbosa, un monosacarido, mostré efecto activador en particular para la §3-
glucosidasa (Bisaria et al., 1986; Nanda et al., 1981; Chen y Waysman, 1993). El efecto
de la sorbosa se considera actualmente indirecto, dado que altera fa formacién de la
pared. En estas condiciones la B-glucosidasa presente se liberaria, y ademas se
facilitaria el ingreso del inductor.

Dado que los modelos no eran satisfactorios se reconsideré la posibilidad de que sea
la celobiosa, el producto natural de la hidrélisis, el real inductor. Se demostré la
existencia de una permeasa para -diglucésidos (Fristcher et al., 1990; Kubicek et al.,
1993b). El descubrimiento de esta permeasa cambio el enfoque del problema: se
demostré una relacion competitiva entre ésta y la B-glucosidasa, con respecto al sustrato
comun (celobiosa). En condiciones de alta concentracion, dados el Km y Vmax de
ambas, se favoreceria la hidrélisis (es decir la conversién a glucosa) y no habria
induccién. En baja concentracion la celobiosa “escaparia” a la B-glucosidasa, e
ingresaria a la célula.

De hecho se demostré el transporte de celobiosa en estas condiciones. También se
demostrd que los inductores probados del sistema, soforosa, celobionolactona y lactosa
son pobres sustratos de la B-glucosidasa, por lo que serian transportados por la
permeasa, explicandose su accién como inductores.

Actualmente el modelo propuesto por Kubicek es el mas coherente, aunque no se
sabe cémo llega a activarse la transcripcién de los genes.

Estos trabajos practicamente descartan a la soforosa como inductor real (la lactosa

nunca se considerd, dado que no existe en el entorno natural), sin embargo todavia
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hay gran confusion al respecto. Mucho trabajos se enfocaron a descubrir como se forma
la celobiosa a partir de celulosa y como ingresa a fa célula. Adicionalmente se demostrd
que la baja tasa de crecimiento, por si misma, no es en medida alguna responsable de
la induccién de este sistema enzimatico.

Dentro de este nuevo enfoque cobré gran importancia entender el rol de la f3-

glucosidasa.

El control por fuente de carbono

Como ya se menciond, era bien conocida la represion por glucosa de las celulasas, ya
que ésta anula el efecto inductor de la celulosa. Ademas, como no se observa
produccion de enzimas en medio minimo, se sabia que era necesario el inductor. Estas
observaciones son consistentes con la idea de una coexistencia de regulacion por
induccién y represion (Messner y Kubicek, 1991). Esta doble regulacion explica por qué
(en celulosa) bajo ciertas condiciones la inhibiciéon con glucosa no es completa. La edad
del micelio parece determinar el grado de respuesta al represor (Messner y Kubicek,
1991; El Gogary, 1989).

Existe al menos un trabajo reciente que postula que la fuente de carbono ejerce un
efecto represor indirecto: el nivel de actividad respiratoria mediaria la expresion
(Abrahao Neto et al., 1995).

La represion catabdlica:

Las regiones de ADN que controlan la expresion de varios genes fungicos han sido
estudiadas, estableciéndose dos tipos de secuencias de regulacién: a) secuencias
tipicas, responsables de la induccion basal (TATAA, CAAT, entre otras); b) secuencias
gen-especificas, con las que interactuan proteinas regulatorias.

Estas proteinas (factores de transcripcion) funcionan en dos niveles: i) ejercen
regulacién en determinado gen (o grupo de genes), que codifica para una determinada
actividad metabdlica.; ii) tienen funcién regulatoria sobre numerosos grupos de genes,
actuando a nivel mas global (como es la regulacién del metabolismo general por niveles
de nitrégeno o carbono) (MacKenzie et al., 1993).

A este segundo tipo de factores de transcripcion pertenece la proteina CREA de
Aspergillus nidulans, que contiene dos zonas de unién a zinc y una region rica en
alanina (ambas caracteristicas son tipicas de proteinas de adhesién al ADN). Este factor
de inhibicion de la transcripcion es el responsable de la represidén por catabolito

(glucosa) en numerosos genes de este hongo (Dowzer y Kelly, 1991).
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Con estos antecedentes se buscaron, en los promotores de los genes de celulasas de
T. reesei, secuencias del tipo de adhesion para CREA. La primer evidencia se encontrd
para el gen de la endoglucanasa 1 (Gonzalez et al., 1994).

Mas adelante se encontrd gen cre?, homologo a creA. De la secuencia aminoacidica
prevista se deduce que la proteina seria similar en estructura a CREA (Strauss et al.,
1995) y tendria su misma funcién.

Estudios de disrupcion del promotor (en la CBH 1) demostraron la pérdida de represion
catabdlica (Iimen et al., 1996a). El analisis del gen cre1 en mutantes, que no son
reprimidos por glucosa, mostré que éste no codifica la secuencia completa, confirmando
la naturaleza regulatoria represora del producto de este gen (limen et al., 1996b), que

interactuaria con el promotor de la CBH |.

El promotor de los genes de celulasas:

Las regiones promotoras de los genes de las CBH poseen diferentes secuencias
regulatorias: para activaciéon o represion catabolica (limen et al., 1996a y 1997). Ademas
se comprob6 que tienen secuencias responsables de la expresion basal (El Dorry et al.,
1996; Henrique Silva et al., 1996).

Esto daria dos niveles diferentes de activaciéon de la transcripcidén: basal e inducida por

sustrato.

Las exoglucanasas en la induccion de las celulasas:

La existencia de niveles basales de celulasas fue durante mucho tiempo sélo una
hipétesis (El Gogary et al.. 1989). Pero el uso de anticuerpos monoclonales permitié
obtener evidencia muy fuerte a favor de esta hipétesis. Las celulasas por si mismas
(CBH 1y ll) son necesarias para la induccion con celulosa.

Es importante destacar que la induccién con soforosa no necesita de ninguna enzima
presente para iniciarse, lo cual también confirma la idea propuesta (Torigoi et al., 1996;
Carle-Urioste et al., 1997).

La disrupcion de cada uno de estos genes comprobé definitivamente que la sintesis
basal de las enzimas es condicion necesaria para la produccion (en celulosa y no en

soforosa) del resto sistema (Seiboth et al., 1992; 1997).

La B-glucosidasa en la induccién de las celulasas:

Con respecto a la regulacion de la actividad B-glucosidasa hubo siempre poco

acuerdo. Se describia usualmente como parcialmente constitutiva, se sabia que
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se localizaba en pared, y se creia que la aparicion en el sobrenadante se debia a lisis
(Sternberg y Mandels, 1982; Acebal et al., 1988). Inclusive se postulo que esta enzima
no era en absoluto inducible y que su funcién no estaba relacionada con la celuldlisis,
sino con la morfogénesis (Jackson y Talburt, 1988).

T.reesei, en relacion a las otras celulasas, no produce gran cantidad de B-glucosidasa
extracelular. Durante mucho tiempo, este hecho complicé el andlisis y sostuvo la
hipétesis de la localizacién en pared y liberacion por lisis (Kubicek, 1982b).

Sin embargo, el panorama cambié cuando el enfoque se desvié hacia el rol de esta
enzima en la inducciéon. Se conoce que mutantes defectivos en la B-glucosidasa
constitutiva de pared no se inducen eficientemente por celulosa (Mishra et al., 1989,
Strauss y Kubicek, 1990; Fowler y Brown, 1992).

Recientemente se clond y secuencio el gen bgl1, que codifica para la 3-glucosidasa
soluble, demostrandose que existen dos especies, una totalmente inducible (al igual que
las glucanasas) y otra de pared y constitutiva, que estaria involucrada en la formacion

de la molécula inductora (Mach et al., 1995).

La secreciéon, otro punto de control:

No hay muchos estudios realizados al respecto. Se estudié la secrecion, pero en un
mutante hipersecretor (Glenn et al., 1985; Ghosh et al., 1984), estos estudios de
microscopia muestran un patrén secretorio clasico, comenzando en el reticulo y
pasando por el aparato de Golgi. Estas enzimas son glicoproteinas, pero no hay muchos
estudios de la maduracién de las mismas, aungque se sabe que este procesamiento
postraduccional es indispensable para su actividad y estabilidad (Kubicek et al., 1993a,
Goller et al., 1998).

También se ha estudiado la composicion de la pared con respecto a su influencia

como barrera en el mecanismo de liberacién de las celulasas (Nevalainen et al., 1995).

¢.Cual es la validez de este modelo?

Todo lo expuesto muestra que existe un acuerdo acerca de la induccién coordinada de
las celulasas en T.reesei, mediada por un inductor soluble (celobiosa o un derivado de la
misma) producido por la accién constitutiva de exoglucanasas y/o 3-glucosidasas.
Ademas el sistema se reprime por glucosa a nivel de transcripcion.

Un trabajo muy reciente (limen et al., 1997) muestra resultados coherentes con este
“modelo acordado”, aunque los autores interpretan los mismos a la luz de una hipétesis

de induccién por desrepresion. Esto es sélo un ejemplo de como, en la historia del
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estudio de la celuldlisis, una misma observacion experimental ha servido para sostener
hipotesis contrapuestas. Esta contradiccion interna es, en mi opinion, el factor que mas
ha demorado la comprensién global del mecanismo regulatorio, mucho mas que las
limitaciones materiales. Esta tendencia a forzar las conclusiones segun las hipotesis
vigentes al momento, hace necesario analizar detenidamente los resultados y

reinterpretarlos.

Otras consideraciones respecto de la produccion del sistema celulolitico:

.. Qué ocurre en otros hongos?

Lo expuesto anteriormente es valido en T. reesei solamente, aunque los estudios
realizados en otras especies de este género son en general consistentes con el modelo
propuesto. Para otros hongos se ha investigado con menos profundidad, y hay
solamente datos aislados. En principio seria razonable decir que ajustan al modelo en
cuanto a la capacidad de induccion y a la represion por catabolito. La excepcién se da
en hongos de pudricidon castafia, que mostraron poseer sistemas mas o menos
constitutivos.

En la discusion de los resultados obtenidos se comentara puntualmente algunos datos

relevantes de estas investigaciones.

La transferencia tecnologica:

Para comprender por qué se estudié en una sola especie la produccién de celulasas
durante tantos anos, hay que revisar los objetivos ultimos de esta linea de investigacion.

Las primeras investigaciones empezaron durante la posguerra, en laboratorios de la
Armada de Estados Unidos (curiosamente las cepas originales provienen de islas del
Pacifico). La exitosa fabricacién a gran escala de penicilina (otro proceso desarrollado
por las fuerzas armadas) parece haber sido el molde sobre el cual se intentd llegar a la
produccion masiva de celulasas, o bien a la bioconversién de material lignocelulésico.
No cabe duda que, de haberse logrado, seria un proceso biotecnolégico preciado, de
importancia estratégica.

Este fue fin ultimo de la investigacion hasta 20 afos (ver las revisiones de Ryu y
Mandels, 1980 y Bisaria y Ghose, 1981). Pero las celulasas no son la penicilina, y el
mutante T.reesei no es un Penicillium: el proceso nunca logré llevarse a escala. Parece
que las especies de Trichoderma son inapropiadas para el cultivo en masa, a pesar de
existir cepas de produccién constitutiva en glucosa (Ma et al., 1990; Gadgil et al.,1995).

Al respecto, es interesante la revision que se hace en Eveleigh et al.(1995).
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Los esfuerzos para mejorar la producciéon comercial de celulasas se orientan ahora a la
busqueda de otras estrategias de cultivo, como fermentacion en estado solido, en donde
se utilizan, ademas de Trichoderma, cepas bacterianas o cepas de Aspergillus (Pandey,
1992), sobre todo por sus propiedades termofilicas (Taj-Aldeen y Jaffar, 1992). Se ha
probado también la fermentacion con células inmovilizadas de Aspergillus niger (Kang et
al., 1995). En este nuevo enfoque, se buscan cepas que produzcan celulasa libre de
xilanasa, o enzimas no inactivadas por producto final (Riou et al., 1998).

Otro enfoque novedoso es la transformacion de levaduras: se logré producir, en
Saccharomyces cerevisiae, celulasas de T. reesei (Salohemio et al., 1997) o de
Aspergillus (Sakamoto et al., 1995; Murai et al., 1997).

Estas cepas servirian para lograr el proceso de bioconversion en un sélo paso (Van
Rensburg et al., 1998). También se usan exitosamente en vinificacion, dando un
producto con mejor aroma gracias a la accion de las enzimas sobre el mosto de la uva
(Pérez Gonzalez et al., 1993). La transformacion con genes de celulasas también se
hizo con éxito en E.coli (Laymon et al., 1996; Sanchez Torres et al., 1994).

De todas las aplicaciones tecnoldgicas para las celulasas, la mas curiosa es la que se
expone en el trabajo de Mitra y Bachhawat (1997). Las enzimas se acomplejan con
PEG, y se usan como inyectable, en el tratamiento de trabajadores textiles con

neumoconiosis causada por la exposicién al polvo de algodon.

Antecedentes en la familia Ascobolaceae

Saccobolus saccoboloides es una especie perteneciente a Ascololaceae (Pezizales),
una familia tipicamente coprofila. Existen estudios acerca de la celuldlisis por hongos
coprofilos (Wicklow et al, 1979), pero se sabe poco acerca de sus enzimas (Taj-aldeen
et al, 1990; Denninson y Kohen, 1977, Robertson y Kohen, 1978). Entre los miembros
de la familia Ascobolaceae sélo Ascobolus furfuraceus (Mercuri, 1987a) y Ascobolus
inmersus (Taj-Aldeen et al., 1990), habian sido estudiados al inicio de este trabajo de
Tesis.

En este momento se encuentran publicados trabajos muy recientes sobre la
produccién de enzimas o sobre la utilizacién de celulosa en Ascobolus gamundii (Sivori
et al., 1996), Ascobolus furfuraceus (Mercuri, 1996a y b; Mercuri y Diorio, 1995; Mercuri,
1994) y en Saccobolus saccoboloides (Magnelli et al., 1996). Ademas hay trabajos
comparativos de la producciéon de celulasas en especies de Saccobolus, Ascobolus,
lodophanus y Thecoteus (Levin et al., 1996; Ramos y Forchiassin, 1996 y 1998, Pardo
et al., 1997)



Objetivos:

1) Determinar bajo qué condiciones de cultivo se da la maxima produccién de
celulasas.

2) Desarrollar un disefio de cultivo y determinacién de enzimas que permitiera
obtener resultados satisfactorios acerca del control de la sintesis de celulasas.

3) Obtener un modelo lo mas completo posible de como se regula la producciéon de
celulasas, que sea lo mas coherente posible con los sistemas conocidos en otros

hongos filamentosos.



materiales y
métodos



Organismo: Saccobolus saccoboloides

Reino Fungi

Clase Ascomycotina

Orden Pezizales (discomicetes operculados)

Flia. Ascobolaceae (coproéfilos sobre estiércol de herbivoros).

La cepa usada fue Saccobolus saccoboloides BAFC 22389. La cepa fue mantenida en
tubos de PF (extracto de levadura, 3 g/I; agar 20 g/I, con una tira de papel de filtro).en

pico de flauta en la heladera (5°C) y repicados periddicamente.

Inéculo: Para todos los cultivos se partié de micelio crecido por 6 dias en agar-agua.

El inéculo fueron bloques de agar con micelio periférico de 5 mm”®.

Medios de cultivo:
Medio liquido basal (MB):

SO;Mg.7H0 0.5g.
PO4H:K 0.5g.
PO4HK2 069
S04Cu.5H20 0.4mg.
Cl;Mn.4H,0 0.09mg.
BO3H3 007mg
MOOzNa.ZHzo 002mg
ClsFe 1mg.
ChZn 10mg.
Biotina (100ug/ml) 0.05ml.
Tiamina(1mg/ml) 0.1ml.

Completar con H>O destilada hasta 1000ml.

Medio celulosa cristalina (CC):

celulosa cristalina 1% (500 mg por erlenmeyer)
asparagina 4q
Completar con medio basal hasta 1000 ml.
cuando el medio fue combinado, se agregaron glucosa, lactosa, celobiosa o CMC
0,1% (1g/l) a este medio CC.

Medio glucosa asparagina (GA)

glucosa 10g
asparagina 4g
Completar con medio basal hasta 1000 ml.
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Medio maltosa: igual que el medio GA, reemplazando la glucosa por maltosa 10g/I

Medio lactosa: igual que el medio GA, reemplazando la glucosa por lactosa 10g/
Medio CMC:
CMC 1% (500 mg por erlenmeyer)
asparagina 49
Completar con medio basal hasta 1000 ml.
Medio xilano:
xilano 1% (500 mg por erlenmeyer)
asparagina 49
Completar con medio basal hasta 1000 ml.
Otros medios de cultivo para crecimiento:
a) Para el estudio de la variacién en la relacion C/N se us6 el medio CC, modificando la

cantidad de asparagina (0, 0.4, 2, 4 y 8 g/l) y manteniendo la cantidad de celulosa (10
g/l) constante. La tasa resultante se muestra en la figura 5 de resultados y discusién.
b) Para el estudio de la concentracién de sustrato se usé el medio CC, modificando la
cantidad de celulosa y asparagina (ver en la figura 6 de resultados y discusion),
manteniendo la relacion C/N en 6.
Medio para induccion:
fuente de carbono  1; 0,1 0 0,01%: (300, 30 0 3 mg por erlenmeyer)
[para sust insolubles como xilano o celulosa]
10,_1 00,1g

[para sust solubles como mono o disacaridos]

asparagina 19
Completar con medio basal (preparado sin vitaminas) hasta 1000 ml.
Obs: el medio inductivo puede ser simple (un solo carbohidrato) o mixto (dos
carbohidratos).
Medio para induccion con diferentes fuentes nitrogenadas:

Se utiliz6 el medio anterior, usando celulosa cristalina 1% como fuente de carbono, y
reemplazando la asparagina 0,1% (1g) por la cantidad equivalente (en nitrégeno) de los
siguientes compuestos: NO3Na, NO3NH,, NO3;K, SO4(NH.), y Tartrato de amonio.

Cultivo:
Se inocularon erlenmeyers de 125ml (50 ml de medio). Se incubaron en camara

temostatizada (23°C) en agitador rotativo 125 a rpm.
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Cosecha:

Para curva de crecimiento, a los tiempos indicados, se tomaron dos erlenmeyers
muestra y se filtraron los cultivos por embudo Buchner en vacio, se almacené el
sobrenadante en freezer (para determinar proteina extracelular, pH o actividad

enzimatica segun Wood et al., 1988) y se secé el micelio.

Determinacion de peso seco:

El micelio se secd en estufa a 70°C hasta peso constante.

Proteinas de micelio:

Los sélidos de cultivo secos fueron molidos en mortero. Se tomaron muestras de 50
mg para determinacién de proteinas totales de micelio por el método de Bradford (1976),
previa hidrélisis con 1N NaOH a 100° C por 1 h.

Proteinas extracelulares:
Se tomaron alicuotas del sobrenadante de cultivo y se dosaron proteinas segun el
método de Bradford, 1976. Se utilizé una curva patréon de seroalbimina bovina (BSA 1

mg/ml) en buffer Acetato de Na 0.1M pH = 4.8 como standard.

Induccién del sistema en cultivos de reemplazo:

Se cultivo el micelio (agitacion en camara termostatizada a 23°C) en medio GA
(erlenmeyers de 125mi con 50 ml de medio) durante 6 dias para llegar a la fase
exponencial de la curva de crecimiento (verificAandose que la glucosa habia sido
consumida). Se filtro el micelio en esterilidad por vacio. El micelio fue dividido en partes
equivalentes y cada una se transfiere al medio de induccion (erlenmeyers de 100 ml con
30 ml de medio). Esto se hace para disminuir la influencia del estado particular del
micelio de cada frasco.

Los erlenmeyers se incubaron en agitacion a 23°C, y se tomaron a los tiempos
indicados, alicuotas de 3 ml, en esterilidad. Las alicuotas se tomaron de tal manera que
contengan micelio y sobrenadante, para no alterar la composicidn relativa del medio.
Estas alicuotas se centrifugaron, se recuperé la fase liquida que fue almacenada en
freezer.

En todos los casos el control negativo fue medio sin carbohidrato y el control positivo

medio con celulosa cristalina 1%. En el caso que se agregue otro compuesto durante
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la induccién (por ejemplo para estimar represion) se tomaron las siguientes
precauciones: que se mantenga la esterilidad y que no se altere el volumen del sistema,
por lo que se usan alicuotas de una solucioén concentrada del carbohidrato a agregar, de

modo de alcanzar una determinada concentracién final, la cual se indica en las figuras.

Determinacion de la actividad enzimatica:

1) endo B-D 1,4 glucanasa

Se utilizé como sustrato 0.4 ml de CMC (0.5%) en buffer Acetato de Na 0.1M pH = 4.8
que se incubo con 0.1 ml de sobrenadante por 30 min a 50°C y se determinaron
azucares reductores por el método de Somogyi (1952) y Nelson (1944).

La absorbancia resultante es transformada, luego de la sustraccién del blanco de
sustrato y de sobrenadante, a pg equivalentes de glucosa liberados utilizando una curva
patron con glucosa (1 mg/ml) en el mismo buffer Acetato de Na como standard.

Unidad enzimatica (UE): la cantidad de enzima necesaria para liberar , en las
condiciones del ensayo, 1 umol de azucar reductor por minuto, expresado como
equivalente de umoles de glucosa por ml de cultivo.

2) exo B-D 1,4 glucanasa

Se utilizé6 como sustrato 0.4 ml de una suspensién de celulosa cristalina (1%) en buffer
Acetato de Na 0.1M pH = 4.8 que se incub6 con 0.1 ml de sobrenadante por 60 min a
50°C, determinandose el poder reductor por el método de Somogyi (1952) y Nelson
(1944)..

La absorbancia resultante es transformada, luego de la sustraccién del blanco de
sustrato y de sobrenadante, a pg equivalentes de glucosa liberados utilizando una curva
patron con glucosa (1 mg/ml) en el mismo buffer Acetato de Na como standard.

Unidad enzimatica (UE): la cantidad de enzima necesaria para liberar, en las
condiciones del ensayo, 1 umol de azucar reductor por minuto, expresado como
equivalente de umoles de glucosa por ml de cultivo.

3) B—glucosidasa

Se utilizé como sustrato 0.9 ml de p- nitrofenil-8-D 1,4 glucopiranésido (0.2 mg/ml) en
buffer Acetato de Na 0.1M pH = 4.8, que se incub6 con 0.1 ml de sobrenadante durante
30 min a 50°C. La reaccién se pardé con 2 ml de buffer Clark - Lubs 25mM pH=9.8 y la
absorbancia se leyé a 445nm . La absorbancia se transforma a umoles de p-nitrofenol
liberados utilizando una curva patrén de p-nitrofenol (1 mM) en buffer Acetato de Na
0.1M pH=4.8 como standard. Unidad enzimatica (UE): la cantidad de enzima necesaria

para liberar 1umol de p-nitrofenol por minuto, por mi de medio.
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4) actividad CMCasa:

Cuando la cantidad de azucares reductores presente en los sobrenadantes es alta el
método antes descripto para endoglucanasa es inapropiado.

La actividad endoglucanasa (CMCasa) fue medida como degradacion de CMC en
medio sélido, en lugar de liberacién de producto (Magnelli et al., 1997). Se usaron cajas
de Petri con 20 ml de medio CMC agarizado (CMC 0.1%, agar 1,5% en buffer acetato
0,05 M, pH 4.8), sobre una base de agar-agua firme (2,7 % ). Se hicieron pocillos con
sacabocados (5 mm diam) y se llenaron con 50 pl de sobrenadante. Luego de 4 de
incubacién a 50°C en estufa, las placas fueron tehidas con Rojo Congo (0.1% en agua),
por 10 min y lavadas tres veces con NaCl 1M. Se registr6 el diametro del halo de
degradacion, los resultados fueron expresados como el area de degradacion en mm?
(segun las leyes de la difusion radial, Kavanagh, 1972) y son el resultado de 6 medidas
sobre dos duplicados. Este ensayo tiene una buena correlacion con los otros métodos,
un bajo desvio estandar (menor al 5%), y es especifica para celulasas.

Descripcion del desarrollo y puesta a punto de la metodologia:

Se desarrollo el método de placa, partiendo del propuesto por Mercuri (1987a) en el
cual se mide degradacion de CMC en cultivos, estimandola por tincién posterior con
Rojo Congo, colorante afin a los polisacaridos de unidn beta (Teather y Wood, 1982).

En una primer etapa se comprobd que este ensayo era apropiado para todo tipo de
sobrenadantes. Posteriormente se analizé si el método era cuantitativo, y si podian
correlacionarse los resultados con los métodos colorimétricos.

La figura A muestra que las areas son proporcionales a la dilucion. La forma de ambas
curvas es la misma, por lo tanto la respuesta se mantiene, independientemente de la
fuente de enzima (sobrenadante de cultivo: enzimas de S. saccoboloides, o comercial:
enzimas de Trichoderma sp., origen: Sigma), y es la misma tanto a bajas como a altas
diluciones.

Al comparar estos resultados con los obtenidos por el método de liberacion de azucar
reductor, vemos que el ensayo tradicional pierde linealidad y sensibilidad a altas
diluciones. Por lo tanto la correlacién entre ambos métodos existe solamente cuando
hay una alta concentracién de enzima.

La posible falta de correlacion no indicaria necesariamente que uno de los dos es
inadecuado, sino que es distinto medir producto liberado que sustrato degradado.

Muchos autores ya sefialaron que al medir extremos reductores solubles se esta

subestimando la actividad (Enari y Niku-Paavola, 1986). Cuando el sustrato es celulosa
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figura A

comparacion de la actividad celulasa estimada por dos
meétodos diferentes

120 100
9 fuente de enzima: sobrenadante de cultivo
100
80
" c
QA m
£ 80 .
€ o "mg 60 3
S [®)
g n <
® ) 40 8
o =)
5 40 o
O n o
O 20
20 n
o O
0 © 0 9 u o,
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
-log dilucién
250 200
O ) .
fuente de enzima: comercial
200 ®O
N m
fm @
E- 150 O gl
3 m 100 @
© [ | g
3 100 o Ry 0
@ 2
O »
O .. 50
50 0 | -
009 O
0 2 0
0 1 2 3 4 5 6
-log dilucion

® activ por Rojo Congo O activ por az.reduct.

40



(soluble o0 no) el ensayo por Somogyi-Nelson detecta los productos de bajo peso
molecular (glucosa, celobiosa, celotriosa, etc) pero los oligosacaridos mayores precipitan
y no son determinados.

Una vez ajustado el ensayo se probd cémo resultaba la reaccidon en placa usando el
sustrato (CMC) diluido en buffer acetato pH 4.8 (0.05M). De este modo se optimizé la
reaccién, resultando en un mayor contraste de los halos. El paso siguiente fue hacer el
ensayo con CMC al 0.1%. Como se ve en la figura B la linealidad se mantiene, pero la
pendiente es ligeramente superior, por lo que las diferencias entre dos soluciones de
diferente concentracion son mas marcadas, y sumado a que la respuesta es de mayor
magnitud, se reduce la incidencia del error en la medicién por lupa de los halos.

Por lo tanto, se eligié continuar con el ensayo usando CMC al 0.1% y buffer acetato
0.05M. Cabe aclarar que la acidez del sustrato cambia hacia el purpura la reaccion de
color.

5) endo B-D 1,4 xilanasa

Se utilizé como sustrato 0.4 ml de xilano (0.2%) en buffer Acetato de Na 0.1M pH = 4.8
que se incubd con 0.1 ml de sobrenadante por una hora a 50°C y se determiné poder
reductor por el método de Somogyi (1952) y Nelson (1944). La absorbancia resultante
es transformada, luego de la sustraccién del blanco de sustrato y de sobrenadante, a pg
equivalentes de xilosa liberados utilizando una curva patrén con xilosa (1 mg/ml) en el
mismo buffer Acetato de Na como standard.

Unidad enzimatica (UE): la cantidad de enzima necesaria para liberar , en las
condiciones del ensayo, 1Tumol de azucar reductor por minuto, expresado como
equivalente de uymoles de xilosa por ml de cultivo.

6) actividad xilanasa en placa

Se adapto el método para la CMCasa, utilizando xilano 0,2% en lugar de CMC. El resto

del procedimiento es igual que el anteriormente expuesto.

Localizacion de la actividad enzimatica y naturaleza de la asociacion al micelio:

obtencién de micelio para el estudio de la B-glucosidasa:

Para estos ensayos el micelio se cultivd en medio GA durante 6 dias, luego de lo cual
se recuperd por filtracion. Las muestras se separaron, para determinacion de actividad
B-glucosidasa intracelular (almacenadas a -20 °C) o para determinacion de peso seco

(secadas en estufa)
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figura B

aumento de la sensibilidad del método: comparacion
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procesamiento de las muestras:

Las muestras de micelio (aproximadamente 1250 mg de peso fresco cada una)
almacenadas a -20°C fueron molidas con aire liquido, hasta no observar células intactas
al microscopio. El homogenato se resuspendié en 15 ml de buffer acetato, y se
centrifugdé 15 min. El sobrenadante se consideré la fraccion intracelular (citosol), se
separé y almacen6 a -20 °C. El precipitado se lavo dos veces con una solucion de NaCl
0.1 My dos veces con una solucién de sacarosa 0.1 M (para lavar este precipitado de
restos de material citoplasmatico). Finalmente se lo resuspendié en buffer acetato y se
considerd a esta fraccion, pared celular mas restos de membrana.

Sobre esta fraccion de pared se realizaron los ensayos de liberacién de la actividad B-
glucosidasa. Se hicieron tratamientos con Tritdn (libera actividad asociada a membrana),
Mercaptoetanol (para reducir uniones puente disulfuro), EDTA (quelante de hierro), y
KCI (para romper uniones idnicas). En todos los tratamientos se estimé actividad
liberada y actividad remanente en la fraccién.

tratamientos (Chang y Trevithick, 1972):

K:0.75 ml KCI (4M )+ buffer acetato 0.25 mi+ supensién de pared 2 ml

M:0.25 ml Mercaptoetanol (0.23M)+buffer acetato 0.75 ml+ suspension de pared 2 ml

E: 0.015 mI EDTA (0.1M)+ buffer 0.98 ml + suspension de pared 2 ml

C: 1 ml buffer acetato + suspension de pared 2 mi (control)

Se incubaron 4 h a 30 °C. Una vez finalizada la incubacién con el agente quimico, se
centrifugé, se midié actividad liberada en el sobrenadante, se lavd dos veces el
precipitado, y se resuspendié para medir actividad remanente.

T: 0.5 ml TritonX100 (2% v/v) + 0.5 m! de suspensién de pared.

Se incubd por 2h a 0°C. Al finalizar se procedid igual que con los otros tratamientos.

reacciones para determinar actividad enzimatica;

a) actividad remanente: 200 pl de suspension de pared mas 800 pl de sustrato. Luego
de terminada la reaccion se centrifugé para precipitar los restos de pared.

b) actividad liberada: 400 ul de sobrenadante de tratamiento mas 600 pl de sustrato

c) actividad intracelular: 200 pl de fraccidn citosol mas 800 pl de sustrato

En todos los casos la concentracién del sustrato se ajusté para alcanzar los mismos
valores que la reaccion convencional. La reaccion se llevo a cabo en las condiciones de
tiempo y temperatura estandar. En todos los casos se comprob6 que la presencia de
los distintos agentes no afecta la reaccion ni la estabilidad del sustrato.

Para tener un parametro uniforme los resultados se expresaron como UE 3-
glucosidasa por mg (peso seco) de micelio. Los valores que se presentan como

comparacion (de actividad extracelular), también estan expresados de esta manera.
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En estos ensayos se estimo también la actividad endoglucanasa intracelular en micelio
crecido en medio GA. La metodologia para adaptar la reaccion fue la misma que para la
B-glucosidasa

Localizacidon de las enzimas a lo largo de la induccion:

Se determiné la localizacion de las enzimas en micelio proveniente de cultivos de
reemplazo, a distintos tiempos de induccién. Cada punto es el ensayo de un erlenmeyer
(por duplicado) y no de alicuotas del mismo. El sobrenadante se recupero por filtrado al
vacio y se almacend a -20 °C hasta su utilizacion. El micelio fue lavado dos veces con
agua destilada, escurrido entre papel de filtro, pesado (peso fresco) y partido en dos
porciones equivalentes. Sobre una se realizé la homogeneizacién y sobre la otra las
determinaciones de peso seco.

Las muestras de micelio almacenadas a -20°C fueron molidas con aire liquido, hasta
no observar células al microscopio. El homogenato se resuspendio en 15 ml de buffer
acetato, y se centrifugd 15 min. El sobrenadante se consider6 Ia fraccién intracelular
(citosol), se separd y almacené a -20 °C. El precipitado se lavo dos veces con una
solucion de NaCl 0.1 M y dos veces con una solucién de sacarosa 0.1 M (para lavar este
precipitado de restos de material citoplasmatico). Finalmente se lo resuspendié en buffer
acetato y se considerd a esta fraccién, pared celular mas restos de membrana (WS).

Para los ensayos de actividad (endoglucanasa y -glucosidasa) se tomaron alicuotas
de las tres fracciones, y se procedié como se describe arriba.

Con los resultados de peso seco se realizd el calculo de actividad por 100 mg peso

seco, a partir de los datos de actividad en funcién del peso fresco.

Técnicas electroforéticas

Se realizaron corridas de electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizantes (PAGE), en cuba horizontal. La metodologia es una adaptacion de los
protocolos descriptos en Andrews (1986), Ramos y Forchiassin (1998) y Pardo et al.,
(1997).

preparacion de las muestras:

Los sobrenadantes de cultivo fueron concentrados entre 10 y 20 veces por liofilizacion.
El crudo enzimatico concentrado se ajusté por dilucién hasta tener 3 UE endoglucanasa/
5ul suspension (las diluciones se hacen en buffer acetato). En algunos casos en que la
actividad inicial era baja no se logré concentrar lo suficiente, de modo que no se alcanza
la actividad necesaria para una buena definicién de las bandas. Esto se indica en los

resultados.



preparacion del gel:

soluciones stock: a) acrilamida 30g b) Tris 36,64

bisacrilamida 0.8g HCI 1N 48ml
agua dest. hasta 100 mi agua destilada hasta 100 mi

gel (7%):

solucion a 21 mi

solucién b 11,2 ml

TEMED 45 yl

agua destilada 52,3 ml

persulfato de amoni Pta de espatula.

Una vez preprada la solucién de gel (84 ml vol total) se vuelca en un marco de vidrio
de 15 x 17 cm, de 2 mm de profundidad. Al colocar el vidrio superior se logra un espesor
un uniforme. En este mismo marco se realiza la electroforesis.

Una vez que el gel polimeriza se retira el vidrio superior, se marcan los origenes con un
peine de acero, en cada hendidura se inserta un papel de filtro del mismo tamaiio,
previamente embebido con la muestra. Cada papel absorbe alrededor de 5 pl de
muestra, de modo que se corren aprox. 3 UE en cada calle. Finalmente se agrega en
cada origen la solucién de azul de bromofenol (frente de corrida).

condiciones:

buffer de corrida: Tris 3 g/l, glicina 14,4 g/l (pH 8,3).

Se utiliza una cuba horizontal, con mechas de esponja que conectan el gel con ambas
camaras. Se corre a voltaje constante (170 V) hasta que el frente alcanza la mecha
inferior (aproximadamente 5 h).

revelado de la actividad enzimatica:

El gel se coloca sobre una placa de agar-CMC (2% agar, 0.1% CMC, en buffer acetato)
de 5 mm de espesor. Se deja incubar a 50° C por una hora, y luego se revela. Para ello
se cubre la placa de CMC con una solucion de Rojo Congo (0.1%) durante 20 minutos.
Pasado este tiempo se quita el exceso de colorante con una solucién de NaCl 1N. Las
bandas de actividad enzimatica se visualizan como bandas claras (debido a la digestion
de la celulosa de la placa) sobre un fondo rojo.

Luego de 24 hs de lavado en NaCl se registra la posicion de las bandas observando
en un transiluminador y del mismo modo se toman las fotografias.

Para determinar la posicion de las bandas con actividad xilanasa la metodologia fue la
misma que para los geles y placas de endoglucanasa, pero usando una placa de xilano

0,2% en buffer acetato.
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1) Caracterizacion del sistema enzimatico:

Las celulasas, como otras enzimas fungicas extracelulares, tienen propiedades
especiales, relacionadas con el espacio en el actian. Dado que estan fuera del
ambiente celular interno y controlado, en general son mucho mas estables que otras
enzimas, sobre todo con respecto a la resistencia a altas temperaturas. Ademas suelen
presentar temperaturas éptimas de accion relativamente altas, asi como un pH éptimo
de alrededor de 5.

En la siguiente seccidn se realiza la caracterizacion para cada una de las actividades
que el sistema presenta, con respecto a ciertos parametros que no habian sido

determinados previamente.

variables de reaccion:

Intervalo de linealidad:

Se determind el intervalo en que la reaccién enzimatica (liberacién de producto)
aumenta en forma directamente proporcional con el tiempo. A la concentracion de
sustrato utilizada, la reaccion para la endoglucanasa alcanza el maximo a los 30 minutos
(fig 1), para la exoglucanasa esto ocurre a los 60 minutos (no se muestra). Para la (-
glucosidasa, aun en el maximo intervalo ensayado (100 min.), se mantiene la linealidad
(fig 1).

Como se ve, y dado que el sustrato esta en exceso, la actividad de las enzimas es
proporcional durante un lapso de tiempo relativamente largo, si se tienen en cuenta las
condiciones de temperatura (50°C). Esta es una primera evidencia de su

termoestabilidad (ver mas adelante).

Temperatura de reaccion:

Las temperaturas éptimas fueron de 55°C para endoglucanasa y B-glucosidasa y de
50°C para la exoglucanasa (fig 2), siendo estos resultados similares a los obtenidos para
otras especies (Shewale y Sadana, 1978: Fahnrich and Irrgang, 1982; Yoshida et al,
1989; Oguntimein y Moo-Young, 1991), en tanto que son menores que los observados
para celulasas de organismos temofilicos (Akiba et al., 1995; Christakopoulos et al.,

1995).
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Efecto del pH:
Para la endoglucanasa el pH 6ptimo estuvo alrededor de 5 en buffer acetato, en donde

respuesta es mayor (punto éptimo de 4.8, fig 3A). Lo mismo ocurre para la
exoglucanasa, con un punto optimo de 5.2 (fig 3A). La B-glucosidasa también presenta
actividad maxima en buffer acetato, a pH 5.4 (fig 3A). La naturaleza del buffer influye,
aunque menos que la variacion de pH (fig 3B).

Los valores estan en el mismo rango que los sistemas de otras especies (Yoshioka y
Hayashida, 1980; Desroches et el, 1980; Dekker, 1986; Sengupta et al, 1991).

Termoestabilidad:

Dados los resultados antes expuestos se estudié la resistencia al calor para las tres
actividades.

La endo y exoglucanasa presentan patrones de termoestabilidad semejantes, siendo
relativamente estables a 25 y 37°C, por lo menos durante 24 horas. A 50°C tienen una
vida media de 1a 2 hs (fig 4 B y C). La B-glucosidasa mantiene el 100% de actividad
durante 70 hs (a 25°C) o soélo pierde un 30% de la misma (a 37°C), en tanto que a 50°C
tiene una vida media de 6 a 7hs (fig 4 A).

La B-glucosidasa de S. saccoboloides es menos estable que la de Aspergillus niger
(Dekker, 1981), y Neurospora sitophila (Oguntimein y Moo-Young, 1991) las cuales
tienen una vida media de 45 hs y 12 hs a 50°C, respectivamente.

La endo y exoglucanasa también son menos estables que las de Fusarium oxysporum

(Christakopoulos et al., 1995) o las de Aspergillus niger (Akiba et al., 1995).

Efecto inhibitorio por producto final:

Cuando se trabajé utilizando sobrenadantes con alta concentracién de azucares (ver
mas adelante, ensayos con inductores y represores), debié comprobarse que éstos no
alterasen la actividad enzimatica. Las reacciones de 3-glucosidasa y CMCasa, se
realizaron adicionando celobiosa o glucosa en un amplio rango de concentraciones al
sobrenadante de celulosa cristalina. La presencia de las mismas en hasta un 4% (en el

sobrenadante) no altera competitivamente en forma significativa la reacciéon enzimatica.
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figura3  efecto del pH
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figura 4
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Estos resultados son los esperados para enzimas extracelulares, que deben
permanecer activas en amplios rangos de temperatura, por tiempos prolongados. en
presencia de muchas otras sustancias junto al sustrato sobre el que actuan.

En particular resulté sorprendente la baja inhibicion por producto final, ya que se
menciona usualmente que la actividad de las celulasas seria afectada fuertemente por
sus productos de degradacién. Este es un concepto tedrico, que no coincide con los
resultados obtenidos: esta discrepancia sirvidé posteriormente para enfocar
novedosamente el problema de la regulacién del sistema.

Adicionalmente, estos resultados determinaron la eleccion del protocolo para hacer las
reacciones enzimaticas, asi como la metodologia general de manipulacién de los

sobrenadantes.



2) Influencia de los nutrientes: como el medio de cultivo afecta el

crecimiento y la produccion de enzimas.

Es importante saber si una variable del medio de cultivo ejerce una accién directa o
indirecta sobre la produccién de enzimas. Un carbohidrato que sustenta buen
crecimiento tiene una accion indirecta: mas células pueden secretar mas enzima. Pero si
es un inductor, tiene ademas un efecto directo: actua estimulando a las células.

La biomasa alcanzada en un cultivo depende del estado de las variables del medio.
Pero, a su vez, es uno de los factores que determinan la cantidad de celulasas
producidas. En esta seccion, asi como en las siguientes, se analiza cémo (directa o
indirectamente) y cuanto es afectada la biosintesis de celulasas por las mas importantes

variables del sistema.

Nitrégeno:

Una de las hipétesis que se formularon al respecto fue la siguiente: el sustrato
nitrogenado seria una de las variables que tienen sélo un efecto indirecto sobre la
produccion de enzimas. En condiciones equivalentes, la produccién de enzimas no
dependeria de la fuente nitrogenada en si, sino de la biomasa que esta es capaz de
promover, y podria existir una relacién biomasa-produccién constante. Es importante
investigar la validez de esta hipétesis, ya que se ha planteado que el nivel de
aminoacidos determina la induccién del sistema (Sengupta y Sengupta, 1990).

Se tomo el criterio de utilizar la fuente nitrogenada con la que se hubieran obtenido
mejores resultados en experimentos precedentes (Magnelli et al., 1996). Estas fueron
asparagina y casaminoacidos. Esta ultima es una fuente natural, cuya composicion no
es conocida, por lo tanto se decidié trabajar con el aminoacido. Esta sera la fuente

utilizada en todos los otros experimentos.

Relacion carbono/nitrogeno:

Segun muchos autores este parametro es determinante tanto para la produccion de
enzimas como para el aprovechamiento del sustrato. Dado que esta relaciéon es baja en
los sustratos celuldsicos, y que de hecho los organismos tienen éxito en estos
ambientes, los siguientes experimentos y sus resultados no deben verse como un reflejo
del comportamiento natural. Calcular el equilibrio entre carbono y nitrégeno (para un
medio de cultivo) sirve, solamente, para poder estudiar el sistema en condiciones

optimas de crecimiento y produccién de celulasas.
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Se varié la relacion carbono/nitrégeno (fig 5) usando celulosa 1%, cantidades variables
de asparagina y cosechando el dia de maximo crecimiento (8° dia, segun experiencias
preliminares).

En bajas proporciones de C/N (alta asparagina) la biomasa no varia demasiado entre
los puntos ensayados, a medida que aumenta la relacion C/N (es decir disminuye la
asparagina) la biomasa disminuye (fig 5A). Las actividades enzimaticas (fig 5B y 5C) se
corresponden con la biomasa, esto concuerda con la hipétesis planteada. La validez de
la misma se continua discutiendo mas adelante.

La relacion C/N éptima para S. saccoboloides es similar a la encontrada para
Penicillium occitanis (Ellouz-Chaabouni et al., 1995). Esta tasa dista mucho de la que se
encuentra en el sustrato natural. Sin embargo podria ser un valor “artificial”: un hongo
puede concentrar nitrégeno en ciertas areas, permitiendo la producciéon de enzimas en
esa regién. Tales areas de actividad tendrian una tasa C/N menor (mas cercana a
valores estimados en cultivo) que el total del sustrato, con gran parte del material

celulésico actuando como matriz inerte (Park, 1975).

Variacion en la cantidad de sustrato nitrogenado:

Se continud trabajando con la relacion C/N éptima (6), los cultivos se cosecharon todos
a los 8 dias, el tiempo de maximo crecimiento en todos los casos.

Se ve que a medida que aumenta la cantidad de sustrato aumenta la biomasa (fig 6A),
hasta llegar a una meseta, donde el aprovechamiento es ineficiente (algun otro factor se
hace limitante y la utilizacion del sustrato no es 6ptima). De hecho se observé a simple
vista que quedaba bastante celulosa remanente en los cultivos con 15-6 0 20-8 g
celulosa-asparagina/l.

La produccién de enzimas sigue la misma tendencia ascendente, pero para alta
celulosa-asparagina no se ve la meseta, sino un descenso marcado (fig 6B y C). A pesar
de esta falta de correlacion biomasa-celulasa para estos dos puntos, la hipétesis
planteada puede sostenerse. Podria decirse que las enzimas se han liberado, pero
quedan adsorbidas a la celulosa remanente. Esto explicaria la menor actividad endo o
exoglucanasa en el sobrenadante, pero no la baja actividad 3-glucosidasa. Hay otra
explicacion, si se considera que la fuente de nitrégeno puede ejercer represion
catabdlica.

Asi como se ha descripto para A. nidulans la proteina regulatoria CREA, se conoce la
proteina AREA, que ejerce control transcripcional sobre genes del metabolismo del

nitrdgeno. La represion metabélica por nitrégeno involucra a esta proteina.
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figura 6
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Dada la complejidad de los mecanismos regulatorios conocidos (con vias que se
cruzan o complementan) y dado que se sabe que para algunos genes de este
organismo los sitios para CREA y AREA se solapan (MacKenzie et al., 1993), se puede
pensar que, en S. saccoboloides el exceso de asparagina dispararia algun mecanismo
represor de la via del nitrégeno, que alteraria la sintesis de celulasas (reguladas
normalmente por carbono).

Si bien es cierto que no fue un objetivo estudiar la represion metabdlica por nitrogeno,
los datos obtenidos son coherentes con esta explicacion.

La propuesta de correlacién entre biomasa y celulasas que se propone en esta Tesis
es valida en condiciones de induccién del sistema. Como se vera mas adelante, en
glucosa tal correlacion no existe, por ser un azucar represor.

Un estudio anterior (Magnelli et al., 1996) es coherente con esta hipotesis: usando
variadas fuentes de nitrégeno (en condiciones equivalentes a las que aqui no son
represoras) se ve que la producciéon de enzimas correlaciona con la biomasa.

Con estos datos se determina cuales son las cantidades de celulosa y asparagina
optimas para que el sistema celulasa se exprese en mayor cantidad en cultivo (evitar la

represion al mismo tiempo que se obtiene alta biomasa).

Carbono:

La fuente de carbono del medio de cultivo tiene una influencia muy grande en la
sintesis de enzimas extracelulares para gran numero de especies fungicas. Los
carbohidratos son la fuente de energia para el crecimiento y ademas, como se explicé
en la introduccion, sirven de estimulo para que la célula pueda ejercer un control del
estado metabdlico. La regulacién de la sintesis y liberacion de celulasas en S.
saccoboloides (asi como en otras especies) dependen fuertemente del estado de esta
variable, como se muestra en estudios previos (Magnelli et al., 1996). En la siguiente
seccion se muestran los resultados del estudio de la cinética de producciéon de enzimas
en relacion a la variacion en calidad de carbono, con el fin de comprobar la hipétesis de
que la fuente de carbono, a diferencia del nitrégeno, ejerce influencia directa (como
inductor o no del sistema) e indirecta (como un determinante de la cantidad de biomasa)

sobre la sintesis de enzimas.
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Crecimiento en celulosa:

Si bien ha sido descripta previamente la cinética de crecimiento en este sustrato
(Magnelli et al., 1996), aqui se repiti6 como primer paso para comenzar a estudiar la
hipétesis planteada arriba.

Se usé celulosa cristalina, que si bien es una forma no nativa de celulosa, es
adecuada para cultivos en condiciones controladas, dado que ademas de ser insoluble
tiene composicién conocida, es pura y es homogeénea (en cuanto a calidad de la
particula). Este ultimo parametro es particularmente importante al trabajar con un
sustrato insoluble que se encuentra en suspension.

Dado que S. saccoboloides crece bien en este sustrato, dando los maximos
rendimientos de enzimas, el cultivo en celulosa cristalina se utilizé como control de todo
el analisis.

Los resultados obtenidos se ilustran en la figura 7. El crecimiento (fig 7A) precede a la
liberacion de proteinas al sobrenadante. Las curvas de actividad enzimatica (fig 7B)
también estan un poco desplazadas con respecto a la curva de crecimiento. También
puede observarse que la actividad 3-glucosidasa no decae cuando el micelio entra en la
fase de autolisis.

El pH (fig 7A) baja rapido, por respiracion celular activa, y se mantiene asi mientras
dura el metabolismo primario. Cuando comienza la fase de autdlisis, el pH sube hasta
8.4.

De este ensayo, cuyos parametros seran usados como control en los siguientes
experimentos, se desprende que la produccién de enzimas en la fase de activo
crecimiento depende de que exista biomasa que las sintetice: la celuldlisis es parte del
metabolismo primario. En la fase estacionaria y de autélisis la actividad decae. La
produccion de enzimas, ademas, es coordinada.

El aprovechamiento del sustrato es eficiente: no hay nunca altos niveles de azucares
solubles derivados de la degradacién, lo que indica que la actividad esta coordinada con
la capacidad de incorporacién de nutrientes por parte del micelio.

Existen varias explicaciones de la cinética ligeramente diferente de la B-glucosidasa: a)
este componente del sistema tiene regulacién diferente; b) la enzima tiene localizacion
en pared celular y se libera por autdlisis. La validez de estas hipétesis se investiga y

discute mas adelante.
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Crecimiento en glucosa:

La figura 8 muestra los datos obtenidos de la curva en medio con glucosa como Unica
fuente de carbono.

El dia de maximo crecimiento es el 7°, adelantado con respecto al pico en celulosa
cristalina, aunque la fase lag (3 a 4 dias aproximadamente) es igual en ambas curvas,
indicando que la adaptacion a la celulosa cristalina es eficiente. La diferencia en los
picos se genera, entonces, porque en glucosa la pendiente de la fase exponencial es
mucho mas pronunciada, mostrando que la tasa de asimilacion es diferente entre la
glucosa y celulosa.

El metabolismo de la glucosa implica, a lo largo de los primeros dias, un descenso del
pH desde 6,5 hasta 5. Se conoce que un pH inferior a 4 inhibe la actividad metabdlica
del hongo (Magnelli et al., 1996), y consecuentemente la produccion de enzimas. Mas
adelante se muestra que la variacién de pH observada en este ensayo no es la causa
de la falta de actividad enzimatica.

A pesar del alto rendimiento en peso (ver también seccion anterior), y como es de
esperar por datos teoricos, no existe un nivel considerable de enzimas celuloliticas. Las
tres actividades medidas fueron bajas (fig 8B), asi como las proteinas de sobrenadante
(fig 8A) y no se correlacionan con el crecimiento.

Esto es diferente a lo que ocurre en celulosa cristalina, donde las enzimas se liberan
en gran cantidad dentro de la fase de crecimiento activo del micelio. Este resultado, que
en principio parece obvio, es importante de considerar. Si se estudia la produccion
enzimatica frente a una fuente de carbono, es necesario establecer el estado del
micelio, ya que muchos metabolitos se producen inespecificamente durante la fase de

autolisis.

Crecimiento en celobiosa:

Los resultados obtenidos con este disacarido son muy similares (en cuanto a cinéticay
rendimiento de biomasa y enzimas) a los que se observan en cultivos con glucosa.
Estas observaciones son coherentes con la existencia de B-glucosidasa constitutiva:

mas adelante se muestran los resultados de la investigacion sobre esta hipétesis.
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figura8  cyrva de crecimiento en glucosa

(medio GA)
(prot. sobren.)
(glu residual) (prot. micelio) (peso seco)
mg glu/ ml 10 400#9 prot/ml mg micelio/ml
pH
* ) . 8
7,5 300
6
S 200
. x 4
/
A O
25 100 - O
! 2
m 0°
.- =
u * %
0 ol o 0O * 0
0 2 4 6 8 10 12
dias
* gluc.residual O prot. sobrenadante
—pH final H peso seco
: prot micelio
endo B-gluc (UE/ml) area degr.mm2
. . 100
actividad 150
enzimatica B
80
60 100
la escala de ambos ejes
muestra que el nivel 40
enzimatico producido A
es bajo . A 50
20 A ]
[ |
0@ aaa m2°%0 0
0 2 4 6 8 10 12
dias

B endoglucanasa O B-glucosidasa A CMCasa

60



Crecimiento en lactosa:

A partir de resultados previos de cultivos de S. saccoboloides en lactosa (a los 10 dias
presenta crecimiento vestigial, con produccién de celulasas) se disefié una curva de
crecimiento a 34 dias (fig 9). Al maximo tiempo escogido se encuentra el mayor
crecimiento (2 mg/ml en peso seco de micelio) mostrando que esta molécula es
aprovechada con menor eficiencia que la glucosa. La curva de pH (fig 9A), que no varia
durante los dias de incubacién, podria estar indicando que el mecanismo respiratorio no
funciona activamente. La figura 9B muestra Ia actividad enzimatica y el peso seco,
comparados con los obtenidos en glucosa. En lactosa, a pesar del bajo crecimiento se
producen cantidades apreciables de enzimas (durante la fase activa): este (3,1-4

disacarido parece actuar como inductor.

Crecimiento en maltosa y en CMC:

Para ambos medios se obtuvo crecimiento vestigial, por lo que no se pudo procesar las
muestras. Sin embargo en CMC pudo determinarse cierta actividad enzimatica, muy alta
si se la refiere a la poca biomasa que se observaba. En este caso, al igual que para la

lactosa, se consider6 a la CMC como un potencial inductor del sistema.

Crecimiento en xilano:

La curva en xilano se muestra en la figura 10. Algo muy interesante de destacar es que
si bien el xilano requiere clivaje enzimatico para ser aprovechado, el rendimiento en
peso (o proteina de micelio) es semejante que en glucosa. Inclusive la velocidad del
crecimiento es alta comparada con la curva de celulosa cristalina. La actividad
celulolitica fue basal, del tipo que se registra en glucosa, indicando que el xilano no seria

un inductor del sistema.

De todos estos experimentos se puede ver que S. saccoboloides aprovecha
eficientemente fuentes de carbono que requieran clivaje enzimatico. En particular se
comprueba que es capaz de crecer bien y degradar la celulosa, comprobandose su
caracter de organismo celulolitico “verdadero”.

La glucosa y celobiosa son una buena fuente para el crecimiento de muchos hongos, y
al igual que en S. saccoboloides, con estos carbohidratos no se obtienen buenos
rendimientos de enzimas (Mandels y Reese, 1957; Shewale y Sadana, 1978;
Canevascini et al., 1979; Stewart y Parry 1981; Riou et al., 1991; Garzillo et al., 1994,
Levin y Forchiassin, 1995; Sivori et al., 1996, Pardo et al., 1994).
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figura 9 curva de crecimiento en lactosa
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curva de crecimiento en xilano
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Para T.reesei (Messner y Kubicek, 1991; Chauduri y Sahai, 1993a y b), Aspergillus
terreus (Singh et al., 1996) o Gloeophyllum trabeum (Cotoras y Agosin, 1992), entre
otros, la CMC o la lactosa son apropiadas fuentes de carbono, a diferencia de lo que

ocurre en S. saccoboloides.

Curvas de crecimiento en celulosa cristalina combinada con otro carbohidrato:

Se comparo el crecimiento y la produccion enzimatica entre cultivos con celulosa
cristalina 1% como unica fuente de carbono (control), y cultivos con un segundo
compuesto (0.1%) como fuente de carbono adicional.

Estos medios representarian “celulosa semidegradada”, y la idea fue estudiar si se

alteraba la cinética de produccién enzimatica.

Adicién de glucosa

Los resultados del agregado de glucosa 0.1% se muestran en la figura 11. No sélo el
crecimiento no se vio significativamente adelantado, sino que los valores finales de
proteinas de micelio fueron menores (fig 11A), asi como los de proteinas de
sobrenadante. La fase estacionaria duré mas que en el cultivo control.

Sin embargo los valores de actividad enzimatica fueron similares al control (fig 11B y
C). No hubo efecto represor de la glucosa (se consumid dentro de los primeros cuatro

dias).

Adicién de celobiosa:
Los resultados obtenidos se muestran en la figura 12. Ocurre lo mismo que con la

glucosa, en lugar de adelantarse como se esperaba, la curva de crecimiento se retrasa
un poco, aunque los valores maximos de proteina de micelio alcanzados son similares.
También se retrasa la liberacion de proteinas al sobrenadante (fig 12A).

Tampoco se observa un adelanto en las curvas de actividad enzimatica (figs 12B y C).
Los valores de CMCasa son ligeramente inferiores al control. Al igual que con la
glucosa, la celobiosa es consumida dentro de los primeros tres dias.

No hay datos suficientes para explicar porqué, si la glucosa y celobiosa son
rapidamente aprovechadas por el organismo, no se verifica un incremento (aunque sea

ligero) en la biomasa.



figura 11 L.
crecimiento en celulosa/glucosa

(medio CC+ glu 0,1%)

rot./ml
400 Ha P
A O
300 a u
= |
. A —
200
| A
100 A A
| A
Ol- - A
0 2 4 6 8 10 12
dias
B prot.micelio
A prot.sobrenadante
_: prot.micelio (control)
actividad enzimatica O prot.sobrenadante (control)
120 gluc(%) B-gluc(:JE/ml) 80 120 gluc(%) area degg.mmZ 120
B - C o
100 100 Q 100
[ | 60
80 80 80
[ |
60 - 40 60 o A 60
40 40 A 40
, 20
20 . 20 20
| &
om— - 0 :
Ok——- 0
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
dias dias
W 3-glucosidasa A CMCasa
i B-glucosidasa (control) O CMCasa (control)
glucosa residual (%) glucosa residual (%)

65



figura 12

crecimiento en celulosa/celobiosa
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Adicién de lactosa:
Se cultivo S. saccoboloides en celulosa mas lactosa 0.1% (fig 13 A). Aunque no sea un

derivado de la celulosa este disacarido parece actuar como inductor: la lactosa seria
similar a un producto de hidrélisis 0 a un derivado del mismo.

Sorprendentemente (por la baja concentracién utilizada) el crecimiento se retraso
significativamente (alrededor de 6 dias con respecto al control). Para descartar que esta
inhibicion fuera permanente se dejo progresar los cultivos hasta el 13° dia. En ese
momento la lactosa estaba casi agotada y el crecimiento se habia iniciado (fig 13 A).
Dado que el crecimiento precede a la produccién enzimatica, también queda desplazada
la curva de celulasas (fig 13 B).

¢ Por qué se retrasa tanto la utilizacion de celulosa estando presente una molécula que
parecia ser inductora? Si se propone una curva en diauxia, es curioso que se consuma
primero este disacarido, que se aprovecha lenta e ineficientemente (ver crecimiento en
lactosa). Claramente la lactosa esta interfiriendo con el proceso normal de degradacion.

¢es un inductor del sistema o no?

Adicién de CMC:
La figura 14 muestra el efecto del agregado de CMC 0.1%. Esta celulosa sustituida

soluble ha sido mencionada como un inductor del sistema gracias a su capacidad de
interactuar eficientemente con las hifas.

Con el agregado de CMC se verifico un adelanto significativo en la curva de
crecimiento (fig 14 A), y también en la produccién de enzimas (figs 14B y C). Si bien las
proteinas de micelio no alcanzan los maximos valores del control, los niveles de
actividad enzimatica son mayores. Podria ser que la CMC sea “detectada” como
celulosa “amorfa”, disparando la sintesis de enzimas.

Pero antes de concluir que la CMC actia como inductor hay que descartar otras
explicaciones dado que, si bien es soluble, es una macromolécula (y por cierto dista
mucho de ser semejante a algun producto natural).

Habria que comprobar si tiene un efecto “nutricional” o un efecto fisico: la CMC aumenta
la viscosidad del medio y altera la forma de crecimiento (Morrin y Ward, 1990) siendo
posible que mejore la interaccion entre el micelio y la celulosa cristalina, sin tener un
efecto directo en la sintesis de celulasas. Mas adelante se comenta el efecto de la

viscosidad del medio.
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figura 13 ..
crecimiento en celulosa/lactosa
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figura 14

crecimiento en celulosa/CMC
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Comentarios:

El hecho de que el crecimiento no sea equivalente en las distintas curvas complica el
analisis. Claramente, de la fuente de carbono dependen tanto el rendimiento en biomasa
como la sintesis de enzimas. Hay que comprobar fehacientemente cuales son los
inductores del sistema, e investigar por qué el organismo responde de manera
inesperada a los azucares.

Para afirmar o descartar las ideas planteadas se continGa trabajando con un nuevo

diseno del sistema de cultivo.



3) Una alternativa experimental: cultivos de reemplazo:

Esta metodologia fue elegida luego de revisar los resultados previos, dado que no son
comparables resultados tomados en base a curvas de crecimiento. Para evitar estos
problemas y estudiar en forma controlada el proceso mismo de induccidn se disefid un
sistema de cultivo secuencial tal que permitiera cantidades constantes de biomasa (en
un estado fisiologico fijo).

Se logré la induccidn en condiciones comparables al precrecer el micelio en medio con
glucosa-asparagina (GA), cosechandolo dentro de la fase de crecimiento activo, y
transfiriéndolo a medio fresco, el cual tiene bajo contenido de nitrégeno (ver mas
adelante) y carece de vitaminas, lo cual asegura que la biomasa permanezca constante.
Las inducciones no duraron mas que 24 horas en general, ya que la respuesta al
inductor fue rapida y potente. Si bien no es el modo de cultivo mas frecuente se
considero que trabajos que lo desarrollan asi arrojan datos mas concluyentes que los
otros (Sanyal et al, 1988; Strauss y Kubicek, 1990; Messner y Kubicek, 1991). En esta
seccién se muestra como se determinaron las condiciones éptimas para llevar adelante

estos ensayos.

Influencia de la fuente de nitrégeno:

En principio sélo se prob¢ la influencia de la concentracion de asparagina. Dado que la
bibliografia presenta metodologia muy variada al respecto de como debe ser el medio
de induccion, se determind si existian diferencias entre inducir supliendo o no con
asparagina.

Se comprobo que a bajas concentraciones de inductor (celulosa cristalina 0,1 0 0,01%)
la respuesta es equivalente con o sin asparagina, pero con alta concentraciéon de
celulosa (1%) se duplica la respuesta al aumentar de 0 a 0,1 0 0,4% de asparagina,
cantidades mayores desmejoran la produccion (esto coincide con las hipdtesis de un
efecto represor del nitrogeno en alta concentracién).

La necesidad de cierta cantidad de nitrogeno es razonable, dado que la induccion
implicaria sintesis proteica (ver mas adelante), por lo que la fuente de nitrogeno seria
limitante para una respuesta maxima (Sengupta y Sengupta, 1990; Ganju et al., 1990).
Se eligié por lo tanto trabajar con un medio de induccion de asparagina al 0,1%. Estos
resultados no se corresponden con otras metodologias elegidas para cultivos de
reemplazo (Cotoras y Agosin, 1992), en donde la induccién se realiza en medio carente

de fuente de nitrégeno.
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Se ensayo, posteriormente, la influencia de diferentes fuentes nitrogenadas, a una
concentracion de nitrégeno equivalente a 0,1% de asparagina. Por los resultados de
crecimiento previamente expuestos se sabe que la fuente de nitrégeno afecta
indirectamente a la produccion de enzimas.

Para las actividades endo y exoglucanasa la asparagina resulté el mejor tratamiento
(fig 15A y B), ya que si bien la actividad inicial en nitrato es mayor, posteriormente
decae, indicando la presencia de algun factor inhibitorio (inactivador) de la actividad
enzimatica (como se vio en los estudios de estabilidad, durante 24 hs a 23°C las
enzimas son muy estables). Los compuestos de amonio son los que dan los niveles mas
bajos. La CMCasa presenta una respuesta similar (fig 16A). Para la B-glucosidasa, los
nitratos resultan mas favorables que la asparagina, y claramente el amonio desmejora la
produccién (fig 16B).

Estudios anteriores (Magnelli et al., 1996) mostraron que en curva de crecimiento el
aprovechamiento del nitrato y amonio no es tan eficiente como el de un aminoacido. En
esas condiciones ni el crecimiento ni la produccién enzimatica ocurren en medio con
amonio, a consecuencia del descenso inicial muy brusco del pH ocasionado por el
intercambio idnico devenido del transporte. El metabolismo del nitrato genera una curva
de pH igual a la de asparagina, el rendimiento menor se debe a que su asimilacién
implica gasto de energia.

En estos cultivos de reemplazo se muestra que las enzimas se vuelven inestables en
cultivos con nitrato, aunque no se encontrd ninguna explicaciéon para este efecto. En el
caso del amonio, a 24 hs se registré un descenso del pH (de 6,5 a 4), suficiente como
para alterar el metabolismo del hongo, explicandose la baja produccién enzimatica.

Este descenso es mas marcado que el registrado en glucosa (donde no se producen
enzimas), y no inhibe por completo la produccién. Esto demuestra que no es el pH una
sefal para disparar la produccion.

Aunque la produccion de B-glucosidasa fue algo mayor en nitrato que en asparagina,
el aminoacido resulta la mejor fuente de nitrogeno para la produccion del sistema
completo en 24 hs, por lo tanto se elige trabajar con asparagina 0,1%, para todos los

ensayos de induccién.



figura 15
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figura 16

influencia de la fuente de nitrégeno en
induccion con celulosa cristalina
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Influencia de surfactantes:

Se adicioné Tween 80 a cultivos en celulosa cristalina 1%. La actividad CMCasa no
responde favorablemente al detergente, la B-glucosidasa comienza a liberarse antes,
pero el nivel final alcanzado es muy bajo (fig 17A).

Este compuesto altera la permeabilidad de la membrana y ha sido usado con éxito
para estimular la liberacién de las enzimas (Oguntimein y Moo-Young, 1991; Menon et
al.,, 1994, Cai et al., 1994). También puede alterar el patrén de crecimiento, el cual esta
directamente relacionado con la produccién, dado que de él depende la interaccién
entre las hifas y el sustrato insoluble (Mercuri, 1987b).

La respuesta negativa parece estar causada por la desorganizacion de las estructuras
celulares: se encontré un notable aumento de azucares solubles en las inducciones con
Tween, que indicarian autdlisis de la pared o del protoplasto (probablemente también se
liberen proteasas que normalmente no estan presentes en el medio, responsables de la
inactivacion de las enzimas). La aparicion de la actividad B-glucosidasa dentro de las
primera dos horas indicaria que podria estar asociada al micelio. Esta es una evidencia
mas de las probables diferencias de localizacion y regulacién para esta enzima, la
investigaciéon de este caracter se muestra mas adelante.

El ensayo con Tween en CMC (fig 17B), no presento tantas diferencias con el control,
aunque éste fue mejor. La B-glucosidasa alcanza altos niveles en cuanto comienza el
ensayo, pero finalmente la actividad decae. El patron es similar al descripto arriba,
reforzando la idea de un efecto negativo del Tween por induccién de autdlisis.

Saccobolus saccoboloides, al igual que muchos miembros de la familia Ascobolaceae,
responde desfavorablemente a estos agentes. Muchos hongos de esta familia ni
siquiera comienzan a crecer en medio con surfactante (Sivori et al., 1996). Si bien es un
agente que se suele utilizar para mejorar la producciéon (Gomes et al., 1994; Menon et
al., 1994; Pushalkar et al., 1995) es probable que siempre tenga este efecto
desorganizador de la estructura hifal. Es prudente no incluir Tween en los cultivos, con
el fin de que el estado fisioldgico del organismo se aleje lo menos posible del estado

normal.

Condiciones estandar:

De los resultados anteriores se decide que el medio de induccion control lleva 0,1% de
asparagina y 1% de celulosa cristalina, sin adicion de surfactante (ver formulacion en

materiales y métodos).



figura 17
efecto de surfactantes
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4) El control de la produccion de celulasas por fuente de carbono:

estudio de la induccion.

Una vez determinadas las condiciones estandar se comenzaron a usar los cultivos de
reemplazo para investigar la regulacién por fuente de carbono. Los resultados obtenidos
arrojaron datos muy confiables: el control de las variables fue mucho mas sencillo (no
existe efecto de la biomasa o de la edad del cultivo). Ademas, y por la corta duracién del
ensayo y por la condiciones que disminuyen la tasa de crecimiento, se minimiza el
efecto de los cambios producidos en el medio a causa del metabolismo (por ejemplo
nunca se registraron cambios importantes en el pH).

En la introduccion se sefald la importancia de los carbohidratos, y si bien no fue el
objetivo del trabajo comprobar los mecanismos regulatorios a nivel génico, las hipétesis
planteadas y los disefios experimentales apuntan a comprobar si S. saccoboloides

responde a los modelos propuestos para otros hongos.

Las hipotesis generales son:

a) las celulasas son enzimas inducibles.

b) la glucosa (y probablemente otros azucares sencillos) actuan como represores

catabdlicos.
¢) de hallarse una molécula soluble que actie como inductor, dispararia con rapidez la

produccion.
d) no es la tasa de crecimiento que se dé en un carbohidrato, sino la naturaleza

quimica del mismo, lo que determina la induccién del sistema.

Los siguientes ensayos estudian la validez de estas hipétesis, y en base a los

resultados se plantean hipétesis alternativas y nuevos disefios experimentales.

Induccion con celulosa:

La figura 18 muestra la curva de induccion en celulosa cristalina. La respuesta es
simultanea para las todas las enzimas.
Este resultado muestra que, aunque la celulosa en si (por ser insoluble y tener un alto
peso molecular) no seria el inductor directo (Mandels y Reese, 1960), el mecanismo de
induccion a partir de este sustrato es altamente eficiente.
Debe distinguirse el concepto de inductor y sustrato “promotor”. Inductor es la molécula
que inicia la produccién de enzimas, el sustrato promotor seria aquel a partir del cual se

produciria el inductor, por ejemplo la celulosa o la CMC.
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Esta distincién ha sido propuesta también por Kubicek y colaboradores (1993a). Si bien
en el texto, por una cuestiéon de claridad, no se hablara de promotor, se explicita aqui
que en el caso de la celulosa (cristalina o soluble) se dice inductor sobreentendiendo
que no se trata de moléculas que ingresen a la célula.

Los controles (sin ningun compuesto carbonado) dieron negativo para todas las
actividades, todas las veces que fueron realizados. Esto indica que la presencia de
celulosa es necesaria para la produccion de celulasas: hay un mecanismo de
adaptacion al sustrato. Hulme y Stranks (1971) propusieron que la sintesis de celulasas
se desencadena en condiciones de reducida tasa de crecimiento, estos ensayos
muestran que es una hipoétesis invalida.

Que el nivel de actividad dependa de la “concentracion” del sustrato (siendo un
sustrato insoluble podria esperarse que la cantidad de celulosa no sea determinante), en
parte se explica porgue los ensayos se realizan en agitacion: esto podria reflejar la
necesidad de un contacto entre la hifa y el polimero a degradar.

Finalmente hay que destacar que en 24 horas de induccion se alcanzaron niveles

enzimaticos similares a los de maximo dia en cultivo en celulosa cristalina.

Induccién con CMC:
La figura 19 muestra la induccién con CMC, para las dos actividades que pudieron

medirse, B-glucosidasa y CMCasa (los sobrenadantes centrifugados tenian gran
cantidad de CMC en solucién, por lo tanto las reacciones para endo y exoglucanasa
arrojaron valores muy dispares).

La potencia de la induccién es menor que en celulosa, pero es mucho mas rapida,
observandose actividad desde los 30 minutos. El maximo de actividad soluble se
alcanza entre las 6 y las 10 horas segun la concentracién de inductor.

La actividad enzimatica cae a las 24 horas, y dada su estabilidad a la temperatura del
ensayo (23°C) y dado que la biomasa también decae, es probable que durante la
autdlisis haya liberacion de proteasas al sobrenadante. La CMC altera la viscosidad y el
potencial agua del medio (Morrin y Ward, 1990), y esta podria ser la causa de la
autolisis.

El efecto inicial favorable podria ser causado por la naturaleza soluble de este derivado
celulésico, que interactua con las hifas de modo diferente que la celulosa (Sternberg y
Mandels, 1979). Sin embargo este efecto inicial fue observado solamente en CMC, los
demas inductores solubles (ver mas adelante) presentaron una fase lag similar a la

celulosa cristalina.
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Los resultados de hecho se asemejan a los obtenidos en Tween, por lo tanto se
planted estudiar el efecto del la viscosidad del medio en la induccion (ver mas adelante).
El hecho de que la CMC no sea un sustrato adecuado para el crecimiento de este
hongo, refuerza la idea de que altera la estructura celular.

Esta celulosa sustituida tampoco es buen inductor del sistema celulolitico en Aspergillus
fumigatus (Stewart y Parry, 1981), o Trichoderma longibranchiatum (Sandhu y Kalra,
1985), en tanto que estimula la produccién de celulasas en Trametes trogii (Levin y
Forchiassin, 1995), Aspergillus japonicus (Sanyal et al., 1988) o Verticillium tricorpus
(Bahkali, 1995).

Induccidn con celobiosa:

La figura 20 muestra la actividad B-glucosidasa y CMCasa para la induccién con
celobiosa.

A las 7 horas se alcanza el pico para la CMCasa, que es bajo con respecto al obtenido
en celulosa. Por otra parte, los niveles de B-glucosidasa son casi cero durante todo el
tiempo ensayado. El posible “inductor natural” no actua como tal en este caso.

Es claro que la celobiosa actua en forma diferencial, induciendo algo de actividad
CMCasa, pero casi nada de B-glucosidasa. Algunos trabajos citan también este efecto
(Sternberg y Mandels, 1982).

Dado que hay antecedentes de que este disacarido actuaria como inductor cuando
esta presente en baja concentracion (Kubicek et al., 1993b), se probé su efecto
usandolo al 0.1y 0.01%, y al 1% como control.

Los resultados se muestran en la fig 20 (A y B). E n principio ninguna concentracion
fue efectiva en la estimulacion de la B-glucosidasa. Para la actividad CMCasa, con
celobiosa 0.1 % se obtienen los mismos niveles (regulares) que con celobiosa 1%, y en
0.01% no se observa induccién alguna.

A diferencia de lo que ocurre en S. saccoboloides, la celobiosa es un buen inductor del
sistema celulolitico en Sporotrichum termophile (Canevascini et al., 1983), Agaricus
bisporus (Manning y Wood, 1983) o Neurospora sitophila (Oguntimein y Moo-Young,
1991).
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figura 20
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Induccion con lactosa:

La lactosa, como se esperaba, resulté un buen inductor. Los maximos para las
actividades B-glucosidasa y CMCasa (menores que en celulosa) se obtienen a las 30
horas para 1% de lactosa y a las 10 horas para 0.1% (fig 21). La respuesta de ambas
actividades es simultanea, por lo que las curvas se asemejan mas a las de celulosa
cristalina que a las de celulosa soluble (CMC). El hecho de que un compuesto que no
existe en el ambiente natural promueva la actividad enzimatica indicaria un probable
efecto “mimético”. La lactosa es un f3,1-4 disacarido, y tendria semejanza con algun
probable producto de hidrolisis, como se habia pensado previamente.

La lactosa actua induciendo las enzimas en T. reesei (Mandels y Reese, 1957), T
longibranchiatum (Sandhu y Kalra, 1985; Royer y Nakas, 1990), Sclerotinia sclerotiorum
(Riou et al., 1991) o Neurospora sitophila (Oguntimein y Moo-Young, 1991), entre otros.
Por el contrario, no es inductor en Aspergillus fumigatus (Stewart y Parry, 1981) o

Agaricus bisporus (Manning y Wood, 1983).

Induccidn con sorbosa:

Existen reportes de que este monosacarido actua como inductor del sistema de T.
reesei (Bisaria et al., 1986). También se ha informado que altera la forma de crecimiento
de algunos organismos, y a ello se atribuye su efecto inductivo (Nanda et al., 1981). Se
probé el efecto de la sorbosa (a diferentes concentraciones) sobre el micelio de S.

saccoboloides. En ningun caso se detect6é estimulacion de la actividad enzimatica.

Otros compuestos:
Algunos de los otros carbohidratos probados (todos al 1%) dieron un nivel bajo de

induccién: xilano, galactosa, xilosa y glicerol.

No dieron practicamente actividad el aimidén y la maltosa, ni tampoco la glucosa (que
también se probé al 0.1%).

La figura 22 compara la actividad CMCasa y B-glucosidasa maxima para cada inductor
(fig 222 y B). Sélo la lactosa y la celulosa cristalina (1%) dan altos niveles de induccién

para ambas actividades.
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figura 21
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figura 22

E1%
0,1%

100

E11%
0J0,1%
0,01%

UE/mlI

maxima actividad para cada inductor

R-glucosidasa

1
e

SFEET

il

T

B B 5
= — e
CMC CLB LAC GLI GAL GLU
carbohidrato
area degr.mm?2
160
140 |2 CMCasa
120
100 |8
80 [
60 & |
40 |8
20 8 57 |
CC CMC CLB LAC XIL GLI GAL GLU MAL XLN ALM
carbohidrato

CC: celulosa cristalina , CMC: carboximetilcelulosa
CLB: celobiosa, LAC: lactosa

XIL: xilosa, GLI: glicerol, GAL: galactosa

GLU: glucosa, MAL: maltosa

XLN: xilano, ALM: almidoén.

85




Comentarios:

Los estudios de induccion revisados para comparar y discutir estos resultados (en
pocos se realizan cultivos de reemplazo) presentan datos heterogéneos con respecto a
la accion de los carbohidratos. En general las formas nativas de celulosa son inductoras,
para la CMC, celobiosa y lactosa la potencia de induccién varia mucho entre distintas
especies (y segun las condiciones de cultivo), la glucosa y otros compuestos de rapida
asimilacién, en general no son inductoras (Mandels y Reese, 1957; Sternberg y
Mandels, 1979; Stewart y Parry, 1981; Rho et al., 1982; Canevascini et al, 1979;
Canevascini et al., 1983; Cotoras y Agosin, 1992; Messner y Kubicek, 1991).

Como ya se aclard, es dificil estimar comparativamente la potencia inductora de varios
compuestos carbonados haciendo curvas de crecimiento. Por lo tanto la heterogeneidad
de resultados en la bibliografia no puede asignarse con seguridad a reales diferencias
en la respuesta de los sistemas celuloliticos de las distintas especies.

Finalmente cabe aclarar que el disefio experimental utilizado pone en duda la validez
de la hipétesis de correlacion entre baja tasa de crecimiento e induccion (ver que lactosa
y maltosa, ambas lentamente aprovechadas, generan niveles enzimaticos totalmente
diferentes). Los estudios de represion terminan por descartar esta hipotesis, que para T.

reesei actualmente no se considera valida (Messner y Kubicek, 1991).



5) El control de la produccién de celulasas por fuente de carbono:

estudio de la represion.

De los ensayos anteriores se concluye cuales compuestos son inductores o
promotores de las celulasas. El resto no lo son, pero debe hacerse una distincién entre
compuestos no inductores y compuestos verdaderamente represores.

Se plantea aqui que un compuesto represor, agregado en cualquier punto ascendente
de una curva de induccién, deberia detener la produccién, en tanto que un no inductor

no tendria ninguna influencia.

Efecto de la glucosa:

Los primeros ensayos se hicieron agregando glucosa 0,1% a la induccién en celulosa
cristalina en marcha (a 6 horas), en esos experimentos (no se muestran los resultados)
no se registré ningun efecto represor.

Esto fue inesperado, ya que se conoce (para otros organismos) que el sistema esta
bajo fuerte control por catabolito y que esa cantidad de glucosa es suficiente para
arrestar la produccién de enzimas (Nisizawa et al., 1972).

Por ello se investigd si mayores cantidades de glucosa tenian algun efecto (fig 23A). El
resultado, otra vez, fue sorprendente: una vez disparada la inducciéon no se observa
detenimiento alguno. Solamente, usando 3% de glucosa (una cantidad altisima), se ve
una caida de la CMCasa. La actividad B-glucosidasa no deja de aumentar en ninguna de
las condiciones ensayadas.

Una explicacion posible para este inesperado efecto es que, si se da la produccién por
sintesis de novo, la vida media del mRNA sea muy larga. Una vez sintetizado se seguiria
traduciendo, aunque se haya alterado la condicion de cultivo.

Esta idea es congruente con lo observado en T. reesei en condiciones similares
(Messner y Kubicek, 1991).

Con el fin de estudiar si la represion es mas intensa si aun no esta en marcha la
induccién, se adiciond la glucosa desde el inicio del ensayo (fig 23B). En estas
condiciones puede verse el efecto represor, sobre ambas actividades. El mismo también
se da usando glucosa 1%.

Otra explicacién para esta “determinacioén temporal” de la represién seria que el
represor e inductor “compiten” por el “sitio” regulatorio, el resultado final dependera de

cual estaba primero.
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figura 23
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Efecto de la maltosa:

Se probé si este disacarido no inductor tiene algun efecto represor. Los cultivos en que
se agreg6 este compuesto (al 3%) no presentan diferencias importantes con respecto al
control, para ninguna de las dos actividades (fig 24A). Este a-disacarido es neutro, y en
su sola presencia no hay enzimas por falta de un adecuado inductor, lo mismo que
ocurre en Agaricus bisporus (Chow et al., 1994). Adicionalmente se demuestra que el
crecimiento lento (que ocurre en maltosa) por si mismo no es causa ni de represion ni de

induccién

Efecto de la celobiosa:

Este disacarido, producto natural de la degradacion de celulosa, tiene un leve efecto
inductor sobre la CMCasa, en tanto que no induce (3-glucosidasa.

La figura 24B muestra los resultados del ensayo para evaluar si presenta efecto
represor. La actividad 3-glucosidasa se ve afectada por el agregado de celobiosa (ver la
meseta). El efecto sobre la CMCasa es mucho menos drastico, coincidiendo con los
resultados de induccion. Aqui también fue necesario agregar celobiosa al 3% para
observar detenimiento. Usando el compuesto al 1% no se vio alteracién, posiblemente
por las mismas causas que se comentan para la glucosa.

Este disacarido, que no induce en absoluto actividad B-glucosidasa, es represor de la
misma. Por otra parte se entiende que la actividad CMCasa no se reprima:
evidentemente la hidrélisis del dimero no genera suficiente nivel de represor como para
anular la induccién en marcha (se necesitan altas cantidades de glucosa para detener la
produccion de CMCasa). Este mismo efecto no represor se observé para Sporotrichum
termophile (Canevascini et al., 1979).

Finaimente, y sabiendo que la glucosa por si misma no reprime la actividad -
glucosidasa, debe proponerse que la biosintesis de esta actividad responde de modo
diferente al nivel de celobiosa en el medio: es razonable pensar que, habiendo enzima
constitutiva en la pared, el aumento del dimero anule la produccién de una enzima que
se hace innecesaria ante tal cantidad de nutriente disponible.

Al igual que con la glucosa, se estudio el efecto de este disacarido en combinacién con
celulosa cristalina, pero desde el inicio del ensayo (fig 25C y D). La mezcla con
celobiosa 1% reprime completamente la produccién de ambas enzimas (lo mismo que

ocurre con glucosa 1%).
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figura 24
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figura 25 efecto de la celobiosa
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La represion fuerte (cuando se adiciona al inicio) se explicaria por la formacién de
glucosa via actividad de pared: seria el efecto de "competencia”, llega primero la sefal
de represion que la senal de presencia de celulosa.

Hasta aqui todo es coherente: la unica observacién es que, al 0.1%, mejora la
produccién de B-glucosidasa soluble con respecto al control de celulosa cristalina sola.
Este es un resultado interesante, dado que la celobiosa sola, no induce en absoluto esta
actividad. ;Existe alguna explicacion para esto?

En distintos trabajos se menciona el efecto de la celobiosa sobre la B-glucosidasa y/o
la endoglucanasa: segun la especie y el método experimental su efecto es inductor (en
general regular) o represor, o bien diferencial (Shewale y Sadana 1978; F.reer y Greene,
1990; Pushalkar et al., 1995, Cotoras y Agosin, 1992; Strauss y Kubicek, 1990;
Sternberg y Mandels, 1982).

Es dificil, de todos modos hacer comentarios, en ningun trabajo se prueba el efecto de
ambos compuestos utilizados simultaneamente en induccién.

En T. reesei (Sternberg y Mandels, 1979) o en Schizophyllum commune (Willick et al.,
1984) la endoglucanasa y la B-glucosidasa responden diferente a Ila celobiosa porque
estarian bajo control regulatorio diferente.

En S. Saccoboloides el efecto diferencial de la celobiosa muestra que esto podria ser
valido para la CMCasa (endoglucanasa) y la 3-glucosidasa. La sintesis de ambas se
dispararia coordinadamente en presencia del sustrato celulosa. El efecto diferencial de

la glucosa sostiene también la hipétesis de que existen varios mecanismos de control.



6) El control de la produccién de celulasas por fuente de carbono:

éexiste efecto aditivo entre inductores?

De los anteriores experimentos se ve que existen moléculas inductoras, o promotoras,
de diferente naturaleza fisico-quimica. Esto llevé a pensar que combinaciones de
inductores podrian mejorar el rendimiento.

Es cierto, también, que esto no va a darse si la maxima respuesta hasta ahora
observada (en celulosa 1%) se debe a saturacién del sistema de biosintesis. Sin
embargo adn podria esperarse algun tipo de alteracion en la cinética (un adelanto en la
respuesta, por ejemplo).

Por otra parte, los resultados obtenidos en curvas de crecimiento hicieron interesante

estudiar en cultivo de reemplazo combinaciones de inductores.

Celulosa combinada con lactosa .

Dado que la lactosa es un buen inductor soluble se experimentd qué efecto podria
tener en combinacion con celulosa cristalina. La hipétesis fue que, si mimetiza al
inductor real, podria adelantarse la curva de induccién, o bien dar mayores rendimientos.
De todos modos esta propuesta es débil, ya que este disacarido mostré anteriormente
tener un extrano efecto sobre el crecimiento. Aun asi se decidié probar, ya que las
condiciones de los cultivos de reemplazo difieren mucho de las condiciones de
crecimiento.

Los resultados del primer ensayo se muestran en la figura 26 y 27. No hubo efecto
aditivo alguno entre los dos inductores, lo cual era un resultado posible. Pero no se
esperaba que ni siquiera se dieran los valores obtenidos en lactosa sola.

La lactosa, en combinacion, tiene un efecto negativo sobre ambas actividades (fig
26A), actuando de igual manera que un represor. Es importante destacar que la
concentracion usada fue 1%.

Dado que (en la curva de crecimiento) la mezcla de celulosa mas lactosa 0.1% resulté
en un atraso significativo del crecimiento, este ensayo se realizé también adicionando
lactosa 0,1%. Los resultados (fig 27A y B) indican que aun muy bajas cantidades de
lactosa interfieren con el proceso inductivo.

Dado que la glucosa (al 1%) no reprime una vez disparada la induccion, se estudio
como afecta la lactosa (1%) al proceso en marcha (fig 26B). Otra vez el resultado fue
inesperado: a esta concentracion la lactosa presenta un claro efecto represor (ver la

meseta), para ambas actividades.
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figura 26
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figura 27
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Como el efecto represor se registra solamente cuando se usa lactosa en combinacion
con celulosa cristalina se formulé la hipotesis que se detalla a continuacion.

Cuando el micelio entra en contacto con celulosa comienza la degradacion del polimero,
y la consiguiente aparicién del producto final, que actuaria directa o indirectamente
como inductor del sistema. La lactosa seria inductora porque imita la accion de este
producto final de degradacién. Ahora, la mezcla de celulosa y cierta cantidad exégena
de “producto final" (lactosa), provocaria una disminucion en la liberacion de enzimas, por
exceso de azucar libre “facilmente asimilable”.

Cabe aclarar que esta propuesta no es completamente coherente con algunas ideas
planteadas en la seccién anterior, pero de todos modos se investigd, ya que-Io mismo se
ha propuesto para explicar un efecto similar por celobiosa en 7. reesei (Fristcher et al.,
1990).

De ser cierta esta hipétesis, altas concentraciones de lactosa (sola) deberian
desmejorar la induccién. La figura 28 muestra el efecto de varias concentraciones de
lactosa, y de la mezcla con celulosa cristalina. Para descartar el efecto del potencial
osmotico, el gradiente de lactosa se construyé compensando con maltosa (neutra a los
efectos de la induccion), de modo que los tres tratamientos tienen distintas cantidades
de lactosa pero el mismo potencial osmético. Ademas se compard con un control de
lactosa 1%.

Los resultados muestran no hay una disminucion significativa de la respuesta usando
lactosa desde 1 hasta 3%, y que los tratamientos no difieran del control de lactosa 1%
en forma significativa.

Estos resultados, en principio, muestran que la hipétesis anteriormente formulada es
invalida. Ademas muestran que en celulosa y lactosa el efecto represor se da sobre la
produccion de enzimas, no hay un efecto inhibitorio de la actividad enzimatica (la lactosa
no afecta en si a la actividad, como tampoco lo hacen la glucosa o celobiosa).

Con respecto a este extrano efecto de la lactosa se encontraron referencias de que
altas concentraciones hacen decaer la liberacion de enzimas en T.reesei (Chaudhuriy

Sahai, 1993ay b) y en Agaricus bisporus (Chow et al., 1994; Yague et al., 1994 y1997).
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; .
gura 28 efecto de la lactosa en alta concentracion
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Lactosa combinada con CMC:

Dada la desmejora que ejerce la lactosa en tratamientos mixtos, se hizo el cultivo
combinando el disacarido con celulosa soluble (CMC). Los resultados se ilustran en la
figura 29. Es necesario aclarar que si bien no se muestran en el grafico, los valores
obtenidos con lactosa 1%, estos fueron intermedios entre celulosa cristalina y CMC.

Aqui, nuevamente, se observé un resultado inesperado: la mezcla de estos dos
inductores tiene un efecto aditivo, la potencia de inducciéon para ambas actividades fue
mayor que usando lactosa o CMC por separado. Ademas la curva no tiene fase lag
(igual que con CMC sola).

Este efecto podria deberse a que se uso6 una cantidad (total) de inductor mayor que en
el control. Si bien es una explicacion razonable, esta claro que el organismo no tiene
siempre una respuesta proporcional a la cantidad de inductor (recordar los resultados en
celulosa mas lactosa).

Otro factor a tener en cuenta es el siguiente: La curva de liberacion de enzimas en
celulosa cristalina tiene fase lag, y no la tiene en CMC. ; La falta de fase lag en CMC se
debe a un adelanto real? ;O la fase lag en celulosa no es tal sino un artificio debido a
adsorcion de las enzimas a la celulosa cristalina?. Es necesario observar aqui que el
otro inductor soluble (lactosa) da una curva con fase lag, que no se puede explicar por

adsorcion inicial alguna.

Celulosa combinada con CMC:

Considerando los resultados comentados en el parrafo anterior, se probo qué efecto
tienen en combinacién ambos tipos de celulosa. El resultado muestra un efecto aditivo
tipico (fig 30). La combinacion da mejor que cualquiera de los dos por separado: la
produccion se adelanta, pero a diferencia de lo que ocurre en CMC, las celulasas siguen
subiendo, dando ademas mas enzima que en celulosa cristalina sola.

La misma combinacién, pero usando CMC 1% no dio buenos resultados, el micelio se
desorganizé rapidamente.

Para comprobar si el efecto favorable del CMC se debe a su naturaleza celuldsica o a
que altera la viscosidad del medio y la morfologia del micelio, se realizaron ensayos,
combinando lactosa o celulosa con cantidades de polietilenglicol equivalentes a 0,1% de
CMC. Lamentablemente este compuesto impidié la induccién por completo, y el micelio
rapidamente entré en autolisis. La naturaleza de la mejora por adicion de CMC 0,1% no

pudo ser develada.



figura 29
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figura 30

celulosa cristalina combinada con CMC
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7) Localizacion de la actividad enzimatica:

Los efectos diferenciales de ciertos compuestos en la induccion de la B-glucosidasa
llevaron a proponer la siguiente hipotesis: esta enzima apareceria en el sobrenadante no
por sintesis de novo (como se propone para las endo y exoglucanasa) sino por
liberacion de una forma preexistente. Esta propuesta es consistente con el hecho de
que en parte la B-glucosidasa es constitutiva para muchos hongos, y se encuentra
asociada al micelio (Sandhu y Kalra, 1985; Taj Aldeen, 1993; Hoh y Yeoh, 1993).

Ensayos preliminares probaron que cultivos de 6 dias en medio con glucosa poseen
gran actividad B-glucosidasa intracelular y asociada a la pared, indicando que es
constitutiva, y que existe antes de la induccion. Estos resuitados explicarian por qué el
efecto de algunos tratamientos fue diferencial para esta enzima, por ejemplo el
agregado de Tween 80 o la induccion con celobiosa. Un andlisis similar de este tipo de
resultados se encuentra en Yazdi et al (1990a y b) y en Shewale y Sadana (1978).

Sin embargo esta observacion no prueba por completo la hipétesis propuesta, ya que
otros autores ponen en duda que la actividad soluble sea consecuencia de la liberacion
de la B-glucosidasa de pared (por autodigestién), y sugieren que podria ser el resultado
de la expresién de isoenzimas con funciones y destinos iniciales diferenciales (Gaikwad
y Maheshwari, 1994; Bhat et al., 1993).

Naturaleza de la asociacion de la B-glucosidasa a la pared

Antes de investigar acerca de las identidades de las actividades 3-glucosidasa soluble
y asociada, se procurd determinar en qué modo la enzima se encuentra unida a la

pared. Este dato es imprescindible para analizar la validez de la hipétesis de liberacion.

a) tratamientos quimicos:

Estos ensayos se realizaron sobre la fracciéon de pared, siguiendo protocolos
establecidos (Chang y Trevithick, 1972; Kubicek, 1982a). Los resultados se muestran en
la figura 31.

El tratamiento control no libera actividad, indicando que no se trata de restos de citosol
o de una unidn débil. El tratamiento con una solucion salina concentrada (KCI) reduce
algo de la actividad en pared, indicando que la enzima (al menos en parte) se encuentra
asociada por una unién no covalente. Sin embargo no hay una explicaciéon valida de por

qué la actividad liberada es mucho mayor a la perdida.

101



figura 31
localizacion de la actividad enzimatica
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No hay formas de la enzima asociadas por uniones mediadas por iones (no hay efecto
con EDTA), ni por puente disulfuro (no hay efecto con mercaptoetanol). No hubo efecto
del Tritdn en cuanto a liberacién, aunque si se verificé una pérdida de actividad en la
pared. Dado que el tratamiento no interfiere con la estabilidad y actividad de la enzima,
se podria explicar como un error metodolégico (es probable que la disminucion de
actividad se deba a una pérdida de masa de la muestra).

La actividad endoglucanasa no se detecto en la fraccion de pared y sélo hubo niveles
muy bajos en la fraccidn citosol (comparando con los niveles que se dan como valor de
referencia: actividad endoglucanasa/100 mg masa seca, en cultivos inducidos), lo cual
es coherente con el tipo de accidén que tiene. Se puede afirmar que esta enzima es
exclusivamente soluble y que no hay formas constitutivas asociadas al micelio. Estas
observaciones coinciden con la localizacidén que tiene la actividad endoglucanasa para
otros organismos (Acebal et al., 1988; Sandhu y Puri, 1988).

Por otra parte, los niveles de B-glucosidasa asociada a pared o intracelular (relativos a
la biomasa) son tan o mas altos que los que se registran en el sobrenadante de cultivos

inducidos.

b) tratamientos enzimaticos:

Los trabajos consultados muestran que la accién de enzimas liticas libera casi la
totalidad de enzimas de pared (Chang y Trevithick, 1972; Kubicek, 1982a). Esto
indicaria una asociacion espacial, en donde la B-glucosidasa estaria “atrapada” en la
matriz.

Por este motivo se ensayo el efecto de varias preparaciones enzimaticas comerciales
sobre la pared de S. saccoboloides. El tratamiento con quitinasa no digiere la pared (no
hubo liberacién de azucares solubles) ni libera la enzima. La laminarinasa y la Novozym
(Sigma) tienen buena accién de digestion, disminuyendo algo la cantidad de enzima
remanente. Sin embargo no pudo evaluarse la cantidad de enzima liberada, ya que los
agentes (se obtienen de cultivos de Trichoderma) traen grandes cantidades de 3-
glucosidasa.

Por este motivo, y con el fin de repetir el ensayo en condiciones adecuadas, se intentd
purificar fracciones de laminarinasa libres de p-glucosidasa, segun el protocolo de
Kubicek (1982b). A pesar de las numerosas repeticiones, nunca logré obtenerse la
fraccion deseada, por lo que no tuvo sentido volver a trabajar con el tratamiento

enzimatico.
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c) comentarios:

El objetivo de extraer la enzima de pared era poder compararia con la forma soluble,
segun sus patrones de bandas de actividad, en geles de poliacrilamida. Ademas de
fracasar el intento de extraccion, el método utilizado de deteccién de isoenzimas para 3-
glucosidasa (segun Sandhu y Puri,1988) tampoco dio resultado. A la vista de los
resultados negativos de los tratamientos quimicos, podria ser valido decir que la enzima
esta incluida en la matriz, pero no se tiene prueba experimental de ello.

Para Trichoderma se ha propuesto un modelo de union: un heteroglucano de la pared
es el sitio en el que esta unida (no covalentemente) la B-glucosidasa (Messner et al.,
1994), la aparicion de la forma extracelular se adjudicaba a autélisis de la pared, por
actividad B,1-3 glucanasa intrinseca (Kubicek, 1982b). Estos autores proponian
alternativamente, una liberacion pasiva en los apices de crecimiento, en donde el

recambio de material es alto, a causa de la elongacién.

Localizacion a lo largo de la induccion:

Si la hipétesis de la liberacién es valida, debiera registrarse una disminucion de
actividad B-glucosidasa en la pared (o citosol) y un aumento simultaneo en el
sobrenadante, a lo largo del proceso de induccién.

Por otra parte la actividad endoglucanasa debiera ir aumentando en el sobrenadante, y
no detectarse en las otras dos fracciones en ningun estadio del proceso. La figura 32
muestra que esto Ultimo es cierto, evidenciando que existe sintesis de novo de
endoglucanasa una vez que las hifas entran en contacto con el inductor.

La razén de elegir estos tres inductores es que se deseaba observar el proceso en
diferentes condiciones, y ademas probar con un azucar (celobiosa) que tiene accion
diferencial sobre el sistema (induce pobremente a la endoglucanasa y no induce, sino
que reprime a la B-glucosidasa).

Los resultados para la B-glucosidasa (fig 33) no fueron los esperados: La actividad
asociada al micelio es mas 0 menos constante a lo largo de la induccién, y los valores
son independientes del inductor usado. Esas fracciones presentan actividad 3-
glucosidasa constitutiva que no es en absoluto afectada por la induccion. Ademas la
curva de actividad en sobrenadante es similar a la de la endoglucanasa, indicando que
se trataria de otra forma de la enzima, inducible y producida por sintesis de novo.

No es valida la hipotesis, asi como tampoco la idea de que las diferencias regulatorias
se deban a que la B-glucosidasa aparezca en el sobrenadante debido a liberacion de

formas constitutivas de la enzima.
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figura 32
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figura 33 localizacion a lo largo de la induccion
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8) La induccion de todas las enzimas se da por sintesis de novo:

Usando un inhibidor de la sintesis proteica (cicloheximida) se comprobo que se detiene
tanto la produccion de CMCasa como de (3-glucosidasa en el sobrenadante (fig 34),
indicando que todo el sistema celulolitico extracelular se produce una vez iniciada la
induccion, y que ninguna de las formas existe previamente como zimégenos, ni tampoco
asociada al micelio a partir de donde se liberan. Es importante destacar que luego de 24
horas se reinicié la produccion de enzimas, indicando que el efecto de la cicloheximida
no fue debido a una disminucién de la vitalidad del micelio.

Que la endoglucanasa se genera por sintesis de novo no es tema de controversia,
pero que esto sea cierto para la B-glucosidasa es interesante. En este caso el
comportamiento coincide con lo que ocurre en T.reesei. recientemente se descubrié
también en este organismo la existencia de la actividad B-glucosidasa soluble inducible

(Mach et al., 1995).

9) Coinduccion de celulasas y xilanasas:

Dada la estrecha relacién entre la celulosa y hemicelulosas en los sustratos naturales
se ha investigado para otros hongos la relacién regulatoria entre ambos sistemas
(Acebal et al., 1988; Royer y Nakas, 1990; Hrmova et al., 1991; Gomes et al., 1994,
Vincken et al., 1997). En algunos casos se puede ver que ambos sistemas responden
del mismo modo alos inductores. Para S. saccoboloides se observd en ensayos
preliminares considerable actividad endoxilanasa en sobrenadantes provenientes de
celulosa cristalina.

En principio se realizé una curva de crecimiento en xilano, la cual se muestra en la
figura 35. Se puede ver que la actividad endoxilanasa obtenida a lo largo de la curva de
crecimiento (fig 35B) alcanza los mismos valores que se registran en celulosa cristalina
(fig 35C). La produccion de endoxilanasa es tan potente en celulosa cristalina como en
xilano. De resultados antes expuestos se concluye que lo contrario no es valido: el
xilano no promueve eficientemente la formacion de celulasas.

Ademas se estimo la correlacion entre el método de endoxilanasa clasico (liberacion
de azucar reductor) y el método de degradacion de xilano en placa. Ambos dan un
patron muy similar (fig 35 B y C), indicando que el método de placa es apropiado para
medir actividad xilanasa cuando no sea posible utilizar el método de los azucares

reductores.
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figura 34
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figura 35
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Los datos obtenidos podrian interpretarse en términos de una naturaleza constitutiva
de esta enzima. Para determinar la validez de esta idea se realizaron ensayos de
induccién.

La figura 36 muestra que la induccion con xilano es potente (fig 36A), la misma se
comparé con los rendimientos obtenidos usando otros compuestos (36B).

La respuesta en glucosa es baja, indicando que no se trata de una enzima constitutiva.
Por otra parte la endoxilanasa muestra un patrén similar a las celulasas: se induce bien
en celulosa cristalina (la maxima actividad se da en 24 horas) y en lactosa. La unica
diferencia en su regulacion es que se induce en xilano.

Esto es similar a lo que ocurre en Sclerotinia sclerotiorum (Riou et al., 1991), donde
todos los inductores de celulasa inducen xilanasas. Al contrario se vio que para
Aspergillus terreus la regulacion de ambos sistemas es muy diferente (Hrmova et al.,
1991).

Seria razonable que el xilano promoviera la produccion de celulasa, como se ve en P.
chrysosporium (Temperlaars et al., 1994). Como recubre las fibrillas de celulosa, es
probablemente la molécula con que primero interactia el micelio, sin embargo, en S.
saccoboloides el xilano no tiene tal efecto.

Podria proponerse que la regulacion no esta bien ajustada (ya que en celulosa se
producen enzimas incapaces de degradaria). Este no es un enfoque correcto: antes de
decir que un sistema metabolico es ineficiente, hay que pensar otras explicaciones
posibles. Las condiciones del cultivo distan mucho de una situacién natural, y el sustrato
ofrecido (celulosa cristalina) podria estar generando respuestas de algun modo
inespecificas.

Otra posibilidad es que esta actividad no sea realmente endoxilanasa, sino las mismas
celulasas, actuando inespecificamente sobre el xilano, como se mostrd para el sistema
celulasa de Fusarium oxysporum (Christakopoulos et al., 1996). Esta ultima hipétesis se

investiga en la siguiente seccién.
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figura 36
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10) Deteccion de isoenzimas: endoglucanasa:

Curva de crecimiento en celulosa:

S. saccoboloides presenta varias bandas de actividad endoglucanasa, al igual que
otros hongos de esta misma familia (Pardo et al., 1997, Ramos y Forchiassin, 1998).

Como se ve en el esquema y la fotografia (fig 37), el patron basico de bandas no se
modifica con el tiempo. Solamente van apareciendo bandas secundarias (como un
“chorreado”) mientras que algunas bandas principales ( Rf 27.3, 48.1 y 57.5) van
perdiendo intensidad.

Esto indica que las bandas secundarias se producirian por modificaciones (¢ protedlisis
parcial?) de la forma sintetizada y liberada originalmente. Esto ha sido propuesto para T.
reesei (Haab et al., 1990; Goller et al., 1998) como una causa de la multiplicidad
enzimatica.

En otros organismos, a diferencia de lo que se ve en S. saccoboloides, el patrén de
bandas se modifica mucho con el paso del tiempo (Canevascini et al., 1983; Sandhu y
Puri, 1988).

Curva de crecimiento en celulosa mas CMC:

La figura 38 muestra el patron de isoenzimas en la curva de crecimiento de celulosa
cristalina mas CMC 0,1 %, en la cual se produjo un adelantamiento de 24 horas para
todas las variables. Existiria la posibilidad de que sélo alguna de las bandas aparezcan
mas temprano, mostrando que la CMC tiene efecto diferencial sobre parte del sistema.

Sin embargo se ve que al dia 4 ya aparecen todas las bandas principales: el
adelantamiento es cuantitativo, no cualitativo. Ademas no hay diferencias importantes
entre el tratamiento y el control (celulosa 1%) y también a lo largo de los dias va
apareciendo un “chorreado”.

En el control de celulosa 1% una banda (Rf 5.6) permanece hasta el octavo dia, esta

banda en el ensayo anterior (fig 37 ) desaparece al sexto dia.

Induccién con celulosa cristalina:
La figura 39 muestra el patron observado. Las bandas principales son las mismas que

en curva de crecimiento (fig 37), el “chorreado” aparece recién a las 24 hs. La actividad
se detecta a partir de las 4 horas, con un patron casi completo. La que tarda mas tiempo

en aparecer es la banda suave de Rf 5.6.
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figura 37 zimograma endoglucanasa
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figura 38
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figura 39 zimograma endoglucanasa
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Induccién con lactosa:

La lactosa tiene un particular efecto represor en combinacién, lo cual fue sorprendente
para una molécula que parece mimetizar al verdadero inductor.

El analisis del patron de isoenzimas permitié determinar el alcance del concepto de Ia
lactosa como analogo del verdadero inductor. La figura 40 muestra el patron a lo largo
de 10 horas de induccion.

Aqui aparece la mayor diferencia observada entre los tratamientos: la banda de Rf
27.3 es suave, en tanto que la banda en 5.6 es fuerte, y aparece con frecuencia la
banda 17.9. Ademas de que el chorreado de bandas no se genera.

Se sabe que en T.reesei en cultivos de soforosa no se proddcen todas las formas de
enzimas que se ven en celulosa (Sternberg y Mandels, 1979), este tipo de datos hace
dudar de que este tipo de inductores solubles imiten perfectamente las condiciones
normales.

No hay otros datos comparativos que permitan discutir lo observado en S.
saccoboloides, sobre todo en relacion al efecto negativo de la lactosa. Para determinar
si la lactosa actua en forma distinta al inductor verdadero debe resolverse el siguiente
interrogante: ;es mas importante la alteraciéon de intensidad de bandas que su sola
presencia?. Este punto, como se vera mas adelante en vista de todos los resultados

obtenidos, solamente soporta una discusién especulativa.

Inducciones con otros compuestos:

La figura 41 muestra el patrén obtenido a 10 y 24 horas para diversos tratamientos.

Dado que en xilano la actividad es muy baja, se entiende por qué aparecen sélo tres
bandas (5.6, 48.1 y 50), muy suaves. En lactosa se repite el patrén antes descripto.

En combinaciones de lactosa 1% y celulosa también aparecen sélo algunas bandas.
Cabe aclarar que en este caso la actividad total era baja, lo que no permitié correr la
cantidad de enzima estipulada en el ensayo. Lamentablemente este resultado, que
hubiera dado un dato valioso para el analisis, no fue contundente. Al menos sirvié para
determinar que la presencia de lactosa (1%) no impide la formacién de las bandas
principales 27.3, 48.1 y 57.5 (que son fuertes en celulosa sola).

La adicién de lactosa 0,1%, que disminuye un poco la produccién enzimatica, no
impide la aparicion de ninguna banda, el patrén es idéntico a la induccién con celulosa.

No pudo obtenerse una muestra suficientemente concentrada de los sobrenadantes de
celobiosa 1% (por la baja actividad original), por lo cual es imposible saber qué

isoformas se sintetizan con este inductor. Lo mismo ocurrié con CMC 1%.
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figura 41 zimograma endoglucanasa
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figura 40 zimograma endoglucanasa
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11) Deteccion de isoenzimas: endoxilanasa

Aunque el resuitado obtenido no permitié fotografiar (el color del agar queda muy
suave) el resultado observado permite una conclusién definitiva: la posicidén de las
bandas que degradan xilano es muy diferente a la posicién de cualquier banda de
endoglucanasa.

Esto se tested en varios sobrenadantes (de cultivos en celulosa cristalina), dando el
mismo resultado para todos: la mayor parte de la actividad no ingresa en el gel (Queda
en el origen). Es razonable pensar que la mayoria de las endoxilanasas tienen un peso
molecular mayor que las endoglucanasas.

Se detectan dentro del gel solamente dos bandas, muy suaves, con Rf 46.2 y 52.8 (no

coinciden con las bandas de endoglucanasa de esa regién del gel).
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Discusion general y conclusiones:

A pesar de ser un polimero insoluble, la celulosa (al menos en la forma que se ofrecio
como sustrato) es bien aprovechada por el organismo. En xilano (otro polimero que
también es componente de la pared celular) los rendimientos en biomasa fueron aun
mayores. Estos resultados no son sorprendentes: dado que los azucares solubles no
son abundantes en su sustrato natural (Lohda, 1974) es razonable esperar una gran
eficiencia para la utilizacion de material celuldsico.

El alto crecimiento y produccion de un sistema celulolitico completo, activo in vitro (en
condiciones estandar) y termoestable, muestra que Saccobolus saccoboloides es un

verdadero agente de degradacion de celulosa.

La respuesta de S. saccoboloides a la celulosa muestra, en cuanto a rendimiento en
biomasa, que su aprovechamiento es tan eficiente como el de Ia glucosa o la celobiosa
(aungque un poco mas lento). Esto no es solamente caracteristico de este organismo:
muchos hongos celuloliticos crecen muy bien en cultivos con celulosa, produciendo alta
actividad enzimatica. Por ejemplo Trametes trogii (Levin y Forchiassin, 1995); Ascobolus
crenulatus, A. albidus, A. gamundii (Sivori et al., 1996), Agaricus bisporus (Manning y
Wood, 1983), Sporotrichum termophile (Canevescini et al., 1979) Trichoderma viride
(reesei) (Mandels y Reese, 1957), Aspergillus terreus (Pushalkar et al., 1995),
Penicillium rubrum (Menon et al., 1994). Es importante destacar esta caracteristica, ya
que hay hongos capaces de sintetizar celulasas (por ejemplo cepas patégenas de
Fusarium oxysporum), que no crecen en celulosa como unica fuente de carbono

(Alconada, 1992).

Se conoce para algunos hongos que adiciones de glucosa o celobiosa reducen la
duracién de la fase lag en la curva de crecimiento o mejoran los rendimientos
significativamente (Pardo y Magnelli, 1996; Shewale y Sadana, 1978; Bahkali, 1995).

En Saccobolus saccoboloides, por el contrario, el metabolismo de la celulosa parece
ser muy eficiente, dado que no se acelera ni adelanta el crecimiento con adiciones de
glucosa o celobiosa, las cuales parecen tener un efecto ligeramente negativo. Teniendo
en cuenta esto surge el siguiente interrogante: ; Podria ser que la glucosa o celobiosa
“exdgenas” no tuvieran el mismo efecto que las producidas por degradacion enzimatica

de la celulosa?.
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Esta “distincion”, en el caso de la glucosa, podria existir si la B-glucosidasa asociada al
micelio, al mismo tiempo que hidroliza la celobiosa, permitiera (o facilitara) el transporte
del producto (glucosa) hacia el interior de las células. Esta hipotesis plantea la posibie
existencia de un mecanismo “vectorial” celobiosa-glucosa, con reacciones acopladas
fisicamente en la pared. Esta idea de mecanismo vectorial fue propuesto para T. reesei
(Kubicek et al., 1993a).

Quedaria por entender porqué la celobiosa “exdégena” tampoco promueve un adelanto.
Mas adelante se propone una explicaciéon para este y otros efectos no predecibles de
algunos azucares.

Revisando, por ultimo, los resultados del crecimiento en celulosa mas lactosa, puede
proponerse un efecto de competencia (;con la celobiosa formada naturaimente?). Si el
mismo sistema de transporte (o hidrolisis) fuera utilizado por la lactosa y la celobiosa,
seria posible que se sature por lactosa, ya que se metaliza lentamente. La celobiosa
(producida por degradacion de la celulosa) recién podria aprovecharse una vez agotada
la lactosa. Es razonable pensar que un compuesto que no esta normaimente presente
genere una respuesta desajustada. Este y otros extrafios efectos de la lactosa deben

interpretarse desde este punto de vista.

El estado fisiolégico determina la sensibilidad a moléculas que ejerzan accion inductora
o represora. Si bien se pudo mostrar que la biomasa es determinante de la produccién,
las condiciones deben ser “inductivas”. El exceso de fuente de nitrogeno, la falta de
inductor o la presencia de represores catabolicos, llevan al micelio a una condicién de
baja produccion (o no produccion).

Hasta que no se desarrollé una estrategia experimental alternativa (cultivos de
reemplazo) todo esto no era sino una suposicion. Los cultivos de reemplazo (resting
mycelia) no fueron utilizados frecuentemente hasta fines de los afios ‘80. Gran parte de
los trabajos de la presente década, enfocados hacia el estudio del control génico, han
utilizado este tipo de cultivos. Con este disefio se pudo lograr produccion enzimatica en

niveles altos, determinandose condiciones éptimas.

Con respecto a las hipdtesis generales planteadas (al inicio de la seccién 4, pag 77) el
analisis de los resultados obtenidos (induccion, represion, mezcla de inductores,
localizacién y zimogramas) permitié6 comprobar que:

a) las enzimas son inducibles: no se generan en respuesta a la baja tasa de

crecimiento, ni a la desrepresiéon (agotamiento de la glucosa: equivalente a la
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transferencia a medio sin inductor). La calidad y cantidad de fuente de carbono es el
factor principal en la regulacién de la biosintesis de celulasas: la celulosa es necesaria
para provocar la aparicion de enzimas.

Gran parte de los sistemas celuloliticos conocidos son inducibles por celulosa, algunos
ejemplos son: Ascobolus furfuraceus (Mercuri y Diorio, 1995), A. gamundii (Sivori et al,
1996); varias especies de Saccobolus (Ramos y Forchiassin, 1996); Neurospora crassa
(Yazdi et al., 1990); Trametes trogii (Levin y Forchiassin, 1995); Botrytis cinerea (Touzani
y Doneche, 1995), Aspergillus japonicus (Sanyal et al., 1988); Aspergillus terreus
(Hrmova et al., 1991); Chaetomium termophile (Ganju et al, 1990); Sporotrichum
termophile (Willick et al, 1984), Gloeophyllum trabeum (Cotoras y Agosin, 1992),
Agaricus bisporus (Chow et al., 1994); Sclerotinia sclerotiourm (Riou et al, 1991);
Trichoderma viride (reesei) (Mandels y Reese, 1960).

En algunos casos (igual que en S. saccoboloides), la induccién de celulasas también
se da en presencia de algun otro compuesto (analogo o no a la celulosa, o a sus
productos de hidrolisis). Sin embargo ninguno de los organismos arriba mencionados
produce celulasas en glucosa.

A pesar de estar ampliamente distribuida, la induccion por sustrato no es universal. Por
ejemplo Ustilago maydis (un hongo patégeno y dimorfico) expresa las celulasas en la
fase filamentosa (Schauwecker et al., 1995). En Uromyces viciae-fabae (otro patégeno)
la expresién también esta determinada por el estado morfoldgico (Heiler at al, 1993).
Existe un reporte para T. reesei que los niveles de cAMP y ATP determinan la induccién
(Wang et al., 1995).

Aunque son excepciones, existen hongos en que la expresién de celulasas es
considerable en cualquier fuente de carbono, inclusive glucosa (aunque en celulosa
aumentan algo los niveles), por ejemplo Fusarium oxysporum (Osagie y Obuekwe, 1991)
0 Aspergillus fumigatus (Ximenes et al, 1996).

La no induccién del sistema en cultivos en glucosa se ha interpretado usualmente
como represion. Sin embargo debe demostrarse que sea realmente represiva, la
maltosa por ejemplo, tampoco es inductora, pero no ejerce ningun tipo de represion.

La naturaleza inducible o constitutiva del sistema siempre se describe para las endo o
exoglucanasas. La revisién de muchos trabajos indica que la existencia de f3-
glucosidasa asociada a la pared probablemente esté muy distribuida, por lo que no es
infrecuente encontrar reportes de “naturaleza parcialmente constitutiva” para esta

actividad.
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Por ejemplo: la B-glucosidasa de T.reesei se creia asociada al micelio y parcialmente
constitutiva. Se postulaba que esta actividad aparecia en el sobrenadante por
condiciones que determinaran autodlisis (Jackson y Talburt, 1988; Ghosh et al, 1984;
Nanda et al, 1981; Bisaria et al, 1986) o bien por actividad f3,1-6 glucanasa (autolitica)
que tuviera la pared (Kubicek, 1982a y b).

Hasta que no se descubrié que se trataba de dos genes diferentes (Mach et al., 1995)
no se tuvo un panorama claro. Los resultados de trabajos anteriores (por ejemplo en
Strauss y Kubicek, 1990), vistos a la luz de los conocimientos actuales son validos: si se
los analiza en detalle muestran que la enzima es inducible, conclusién a la que los
autores no llegaron.

Curiosamente se tenian antecedentes de la existencia de dos actividades 3-
glucosidasa diferentes en Monilia sp (Dekker, 1981), Talaromyces emersonii (Mc Hale y
Coughlan, 1981), Aspergillus japonicus (Sanyal et al., 1988) e inclusive en T. reesei
(Kolar et al., 1985). Es llamativo ver cdmo una idea muy arraigada sesga la
interpretacién de datos objetivos.

Debe realizarse un analisis detallado para determinar cual y cuanta actividad p-
glucosidasa se esta produciendo en determinado momento. Este tipo de analisis es mas
dificultoso pero da conclusiones firmes: los estudios realizados permiten afirmar que en
Saccobolus saccoboloides la B-glucosidasa existe en dos formas, siendo solamente la
soluble inducida por sustrato.

Por otra parte existen hongos que realmente no presentan actividad 3-glucosidasa
soluble (al menos en la fase activa de crecimiento), por ejemplo Aspergillus nidulans
(Lee et al, 1996, Kwon et al., 1996) o Sporotrichum termophile (Bhat et al, 1993,
Gaikwad y Maheshwari, 1994). Estos hongos, que no son mutantes, quizas no posean el

gen de la actividad soluble e inducible.

b) Aunque no en todas las condiciones, la glucosa es represora de la formacién de
enzimas, en tanto que otros azucares sencillos (como el disacarido maltosa) son neutros
a tal efecto.

Esta capacidad represiva explicaria el ligero retraso que causa el agregado de bajas
cantidades de glucosa en la curva de crecimiento en celulosa: empieza a crecer
lentamente porque tiene poca fuente de carbono (por represion el micelio estaria “ciego”
a la celulosa, seria como soélo tener glucosa 0,1%). Cuando la glucosa se agota,

comienza un crecimiento vigoroso.
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La glucosa demostré ser represor catabolico para muchos otros organismos. Segun la
especie y las condiciones, su efecto es mas o menos drastico (Nisizawa et al., 1971;
Canevascini et al., 1979, Sanyal et al., 1988; Riou et al., 1991; Touzani y Doneche,
1995).

Para el caso de Gloeophyllum trabeum (un hongo de pudricién castana) la falta de
represion deberia interpretarse como un sistema que escapa al efecto catabdlico
(Cotoras y Agosin, 1992).

La glucosa en S. saccoboloides actua diferente segun el momento en que se agregue,
para esto se tienen dos posibles explicaciones: alta vida media del mMRNA y competencia
represor-inductor.

El mecanismo competitivo seria asi: si la induccion no se ha disparado, el efector de
represion (por glucosa) llegaria antes que el efector de induccioén a las zonas
regulatorias de los genes. Al contrario, si el sistema se ha “prendido”, el efector de
represion no puede alcanzar las zonas regulatorias. Esta propuesta aiternativa es
coherente con el hecho de que (para otros hongos) los sitios para proteinas activadoras
o represoras, en algunos promotores, estan solapados (MacKenzie et al., 1993; El Dorry
et al., 1996).

No hay elementos para inclinarse por una u otra idea.

Con respecto a estos resultados queda por hacer un comentario: el organismo no
cesaria de producir celulasas en condiciones normales, dado que nunca se observa que
las cantidades de azucares libres (resultantes de la hidrélisis de celulosa) sean
suficientes para reprimir la produccién de enzimas ya disparada.

Esto se contradice con un concepto usualmente mencionado: la mayor importancia de
la B-glucosidasa es liberar el sistema de represién por producto final (glucosa). Esto
parece mas el resultado de homologar a este sistema enzimatico extracelular con los
sistemas intracelulares tipicos, que el resultado de observaciones experimentales. Las
celulasas de S. saccoboloides (y las de muchos otros hongos) parecen tener rangos de

estabilidad y actividad mucho mas amplios que cualquier enzima intracelular.

c) Los azdcares solubles capaces de generar induccion no adelantaron la respuesta, lo
cual descarta la hipétesis planteada.

El adelantamiento esperado, en cambio, se vio con adiciones de CMC tanto a celulosa
como a lactosa. En este ultimo caso los rendimientos fueron muy altos, y se vio un
efecto aditivo.La CMC por si misma induce cierta actividad, pero no parece ser un efecto

de inductor soluble tipico, ya que: a) es una macromolécula; b) produce alteraciones
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en la morfologia del micelio. Esto ultimo explicaria el efecto que tiene con la lactosa,
generando una “facilitacion” en la secrecion de enzimas.

Volviendo a los azucares solubles, dos de ellos podrian ser considerados inductores:
celobiosa y lactosa. Ambos tuvieron efecto negativo en cuanto al adelantamiento.

Como la celobiosa induce pobremente a la CMCasa, no es llamativo que no existiera
tal adelantamiento. Y como no induce (sino que reprime) a la B-glucosidasa se entiende
también el efecto sobre esta actividad.

El otro inductor soluble hallado fue la lactosa, un disacarido que no existe en el entorno
natural, y que probablemente actie como tal debido a su semejanza molecular con la
celobiosa. Por lo tanto los eféctos observados en lactosa no deben interpretarse en el
sentido de que actue como el verdadero inductor, sino como evidencias para develar

cual puede ser el mecanismo normal.

d) Se observé que la CMCasa y la B-glucosidasa de S. saccoboloides presentan
diferencias en su regulacién, esto ya ha sido propuesto para los sistemas de otros

organismos, por ejemplo en T. reesei (Sternberg y Mandels, 1982).

Hasta aqui la discusion de las hipotesis generales planteadas, la cual pudo hacerse
comparando con resultados obtenidos para una cierta cantidad de hongos diferentes.

A continuacién se plantea un posible mecanismo regulatorio, el cual se hara teniendo
en cuenta el modelo para 7. reesei, el unico organismo en el cual el sistema celulolitco
se ha estudiado en detalle y profundidad. Esto genera un problema acerca de la validez
de la propuesta: T. reesei es un mutante, que no responde ni siquiera como otras
especies del mismo género (Kubicek et al., 1995), ;es correcto intentar ajustar los
presentes resultados a un modelo que claramente es anormal?.

Para que la discusién que sigue sea lo menos especulativa posible se tomé la
siguiente decisién, en base a los resultados que se encontraron haciendo la revision
bibliografica del tema: se considera que la existencia de la permeasa para f3-
diglucésidos podria ser generalizada en los hongos, y que es posible que sus
propiedades también lo sean. Lo que corresponde a la B—glucosidasa puede
considerarse también, ya que no es una cepa hiperproductora de esta actividad (Acebal
et al., 1988). Estas seran las dos caracteristicas consideradas para proponer un modelo

en S. saccoboloides.
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Esta permeasa para B-diglucésidos es la via por la cual ingresa la celobiosa ( y otros [3-
disacaridos, como soforosa y lactosa) y su actividad se relaciona con la via de induccién.
La permeasa y la B-glucosidasa compiten por un sustrato comun: la celobiosa. En alta

concentracion, la celobiosa es clivada por la B-glucosidasa, generando glucosa: es un
represor y no hay induccién. En baja concentracién (por ejemplo en el inicio de la
degradacion) la celobiosa escapa a la hidrdlisis e ingresa a la céiuia en forma de dimero
(dados el Km y Vmax de la enzima y la permeasa), bajo esas condiciones se da la
induccién (Fristcher et al., 1990; Kubicek et al., 1993b). La inhibicion de la B-glucosidasa
por nojirimicina, resulta en alta induccién con celobiosa, confirmando el modelo. Cabe
aclarar que las conclusiones de otros trabajos lo desestiman (limen et al., 1997), pero
los resultados no son realmente contradictorios con el mismo.

Curiosamente el “inductor soluble” de T.reesei (soforosa) reprime fuertemente la -
glucosidasa. En S. saccoboloides la celobiosa tiene ese mismo efecto. Ademas induce
pobremente a la CMCasa. Todos estos datos son coherentes con la existencia del
propuesto mecanismo de ingreso de celobiosa. De existir esta permeasa se explica
porqué S.saccoboloides responde diferente a celobiosa que a glucosa: puede distinguir
qué hay en el medio externo. Si no entra nada por la permeasa hay solamente glucosa,
si entra algo hay celobiosa (aunque parte de ella se convierta en glucosa y actue como
tal).

Esto sirve también para explicar el efecto inductor de Ia lactosa. Como es mal sustrato
de la B-glucosidasa es posible pensar que ingresa al sistema. El exceso de lactosa,
entonces, nunca seria represor, porque el mecanismo de entrada se saturaria a baja
concentracion, y también porque muy poca cantidad se hidrolizaria a glucosa y
galactosa.

La lactosa, entonces, actuaria como un analogo de la celobiosa.

En presencia de lactosa y celulosa ocurre algo dificil de explicar. E| mecanismo antes
descripto debiera funcionar igual, ya que la lactosa competiria exitosamente (por una
cuestién de concentracion) con la celobiosa formada por hidrélisis del polimero: el
sistema se tendria que activar (por lactosa). Sin embargo no se verifica esto.

Esto lleva a pensar que la induccion por celulosa en S. saccoboloides podria ocurrir
por dos vias simultaneas: a) un inductor soluble que ingresaria por una permeasa (lo
cual implica niveles basales de exoglucanasas que hidrolicen el polimero), b) un
reconocimiento superficial por contacto de la celulosa. Ambos sistemas deben estar bien
regulados, la entrada de lactosa causaria un efecto negativo por alterar el

funcionamiento normal.
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El modelo de un reconocimiento superficial de la celulosa ya fue propuesto en T. reesei
(Binder y Ghose, 1978) y se descartd (Kubicek, 1987) ya que, curiosamente, no hallaron
induccién con celulosa en cultivos de reemplazo, afirmandose la idea de que es la
soforosa el inductor real.

Es posible que T. reesei el sistema de reconocimiento exista (con un funcionamiento
similar al salvaje, es decir relativamente poco activo en comparacion a la otra via). Este
hongo es particularmente sensible a la presencia de un inductor soluble: la induccién por
la via de contacto quedaria enmascarada por la induccion por soforosa. El hecho de que
la soforosa sé6lo sea inductor en T. reesei (Mandels et al., 1962), apoya la posiciéon de no
considerar a los mecanismos regulatorios descriptos en este mutante como universales.

En este contexto es razonable proponer que en S. saccoboloides (y quizas en muchos
otros hongos) exista un mecanismo de reconocimiento por contacto de celuiosa, el cual
independientemente de la permeasa, indica la existencia del sustrato en el entorno.

La mayoria de los trabajos en T. reesei (asumiendo que la soforosa es el inductor
natural), utilizan este disacarido e interpretan los resultados como si estuviera en
funcionamiento el sistema normal. Nunca se considera la idea del reconocimiento, y no
se han hecho ensayos para investigarla.

En Saccobolus saccoboloides, donde no se ha comprobado la existencia de esta
permeasa, esta discusion es meramente especulativa. Pero, y a falta de datos
comparables que refuten la idea planteada aqui, debe sostenerse la hipotesis de un
camino de reconocimiento accesorio, que funcionaria conjuntamente con la permeasa
(de existir ésta). Las senales transducidas irian por caminos diferentes para disparar Ia
sintesis de enzimas. Por otra parte, existe regulacion diferencial para al menos la -
glucosidasa y la endoglucanasa.

Ademas, hay que observar el resultado del estudio de coinduccién de celulasas y
xilanasas. Las celulasas se producen en muy baja cantidad en xilano, en tanto que la
actividad xilanasa se induce fuertemente en celulosa (y en otros inductores de
celulasas). Esto hace mas consistente Ia hipétesis de un reconocimiento por parte del

micelio hacia la celulosa.

El modelo para S. saccoboloides seria el siguiente: la ruta activada por el inductor
soluble (podria llamarse ruta inespecifica) responde con mayor o menor potencia
(mucho en lactosa, pobre en celobiosa) a moléculas solubles (B-disacaridos ya que no
hay induccion en maitosa). Esta ruta prende fuertemente algunos de los genes de

celulasas y a las xilanasas (;y quizas a otras hidrolasas? de hecho se conoce
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para la familia Ascobolaceae la produccidon de amilasas en celulosa). Esta ruta seria el
mecanismo “amplio”

La ruta “especifica” se prenderia via reconocimiento de celulosa, por eso se entiende
la faita de induccion en xilano (no hay ni disacarido inductor ni polimero adecuado).

¢ Por qué Ia lactosa estimula eficientemente la ruta amplia? La maxima respuesta de
esta ruta debiera depender de la formacién de celobiosa “producto” (la que se da a partir
de la hidrdlisis del polimero). Dado que la lactosa (un analogo) no “desaparece”, la
permanencia del “inductor” seria el factor responsable del efecto positivo.

La diferencia relativa de intensidades de bandas entre lactosa y celulosa da un dato
para explicar la interaccién negativa.

Las bandas 48.1, 57.5 y sobre todo Ia 27.3 son fuertes en celulosa: alguna/s de ellas
seria/n la/s activadals en la ruta “especifica”. También, pero suave, aparece la banda
5.6.

Viendo el patron en lactosa puede deducirse esto: las bandas 5.6 y 48,1 que son
fuertes (curiosamente las que aparecen en xilano) son las que corresponden, entonces,
a activacion “amplia”.

Evidentemente cualquiera de ellas, segun la condicién, puede expresarse menos.

La activacién de ambas rutas en condiciones normales resulta en una produccion 6ptima
de enzimas. La presencia permanente del “inductor” soluble, junto a la sefal de celulosa
presente, seria “interpretada” por el mecanismo regulatorio como una condicién en que

se debe reprimir, al menos en parte, la produccién del sistema.

Este modelo es interesante porque es novedoso y ademas porque es posible
someterlo a prueba. Se podria estudiar si existe induccion con celobiosa estando
inhibida la B-glucosidasa: de ser asi, y segun el criterio de Fristcher et al., (1990), se
tendria una fuerte evidencia de la existencia de la permeasa. Ademas el uso de estos
inhibidores serviria para interpretar el efecto de la lactosa (sola o en combinacién).

Como se postula para T.reesei que la B-glucosidasa de membrana o pared es
necesaria para la sintesis del inductor real (Kubicek, 1987; Mishra et al., 1989, Strauss y
Kubicek, 1990) el bioqueo de la misma en cultivos de S. saccoboloides en celulosa
(adicionada o no con celobiosa) daria un dato util acerca de la existencia del mecanismo

postulado y/o acerca de la funcién nor formas de b-glucosidasa de pared.

Finalmente un estudio profundo de | ‘ imaticos terminaria por arrojar los
datos que confirmasen o descartase Hted| ue en esta Tesis se plantea

como cierre a su discusiéon general.
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