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RESUMEN

Se estudia la actividad celulolitica de cepas de
Aspergillus niger v A. flavus aisladas de suelo del sur de
la provincia de Santa Fe, sembrado con trigo y tratado
con Metsulfuron-metil+Dicamba. Dichas cepas fiteron
las mas frecuentes en un muestreo que abarco distintas
etapas del cultivo de trigo en 1994 y mostraron a su vez,
variaciones en su fiecuencia a lo largo del mismo.
Nuestro objetivo fue conocer si dichas variaciones de
Jirecuencia se correlacionan con cambios en la activi-
dad celulolitica de las mismas. Se trabajé con 3 cepas de
A. nigery 2 de A. flavus. En los filtrados de los cultivos,
se determino: peso seco, proteinas solubles, produccion
de exoglucanasas fiente a la celulosa cistralina, endo-
glucanasas firente a carboximetilcelulosa y celobiasas
extracelulares.

En A. niger, no hubo una correlacion clara entre
Jirecuencia v actividad enzimatica, s6lo se observo que
las cepas de A niger de mayvor fiecuencia (superior al
50%) tuvieron también mayvor actividad. En A. flavus, en
cambio, se observé una correlacion inversa.

INTRODUCCION

Los hongos ccluloliticos pucden degradar la
celulosa mediante la accién sinérgica de un sistcma
multienzimatico extracelular que cataliza la hidrolisis del
polimero a unidades de glucosa y csta sujeto a induccion

SUMMARY

IWe studied the cellulolyvtic activity of Aspergillus
niger and A. flavus strains isolated firom soil sown ywith
wheat and treatedwith Metsulfuron-methyl+Dicamba, in
the South of the Province of Santa Fe. These strainsere
the most fiequent in a sampling which included different
stages of wheat cultivation in 1994, and they, in turn,
showed some variations in their firequency all throu-
ghout.  Our purpose was to know whether the said
variations in firequency of these strains are correlated
with changesin their cellulolytic activity. Weworkedwith
three strains of A. niger and two A. flavus. In the culture
Jiltrates we determined: dry weight, soluble proteins,
production of exoglucanases in firont of crystalline
cellulose, endoglucanases in firont of extracellulare
carboximethylcellulose and cellobiases.

There wasno aclear correlation between fiequen-
cv and enzvmatic activity in A. niger vet it could be
observed that those A. niger strains with the highest
Sirequency (higher than 50%) revealed a greater activity.
On the contrary, a reverse correlation could be observed
in A. flavus.

y represion catabolica, siendo el inductor real un
producto solublede la hidrélisisdccelulosa (1.3, 5,19, 21,
25, 27). Asi se ha comprobado que cl agregado de celulosa
en los medios de cultivo de hongos, tiene cfecto inductor
y el agregado de glucosa produce represion catabdlica (6,
19). :
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La induccion in vitro de celulasas por cclobiosa. sc
hacomprobado paradiversos hongos: Trichodermareesei
(11, 12. 14. 25). Sporotrichum thermophile (4) cntre
otros. aunque para cl caso de 7. reesei sc ha comprobado
que. dependicndo dc la concentracion. la cclobiosa puede
actuar como inductor o como rcpresor de la sinteis de
cclulasas (30). Sternberg (27). determind que no sc pro-
ducen celulasascuando 7. reesei crecccon cclobiosa como
fuente de C. La lactosa (13) y sacarosa (26). han sido
citados como inductores dc cclulasas.

Respectode larepresion por catabolitos resultantes
de la hidrdlisis de la celulosa. sc ha comprobado quc la
glucosa o la celobiosa. limitan o inhiben la produccion de
enzimas celuloliticas en Verticillium alboatrum (5).
Trichoderma viride (17). T. reesei (26). Sporotrichum
thermophile (4).

Para Aspergillus niger, sc comprobd quc las
cclulasas sufricron represion catabdlica en presencia de
glucosa v glicerol, acompanada por una brusca caida del
pH cn el medio de fermentacién. y que csta inactivacion
podia subsanarsc mediante la suplementacion de fucnites
nitrogenadas (7).

Las cclulasas fungicas estdn constituidas bdsica-
mente por tres grupos de enzimas:

, l. Endoglucanasas (l.4-bcta-D-glucan 4-
glucanohidrolasas). que producen una disminucion cn cl
grado de polimerizacion de la celulosa por cortes al azar
sobre lacadena glucosidicadela fraccion amorfa, liberan-
do cadenas mds cortas de oligosacdridos. .

2. Exoglucanasa(l.4-beta-D-glucan cclobiohidro-
lasas y 1.4- -D glucan glucohidrolasas). quc liberan
respectivamente celobiosa o glucosa a partir de los extre-
mos no reductores dc la region cristalina de la celulosa.

3. Celobiasas (bcta-D glucésido glucohidrolasas)
que separan la cclobiosa cn dos unidadecs dc glucosa. y sc
incluyen dentro del grupo mds amplio de las beta-
glucosidadas.

La principal difercncia cntre endo y exocelulasas
es el grado en cl cual sus sitios activos son accesibles al
sustrato (24).

Ademads. todas las cclulasas [ingicas estudiadas
hasta el momento presentan isocnzimas. dependicndo el
numero de éstas de la cepa utilizada y dc la forma cn que
la misma ha sido cultivada (31).

Esta actividad cnzimtica csta condicionada por
multiples [actores variables como: tempertura. humedad,
pH. presenciade otroscarbohidratos. proporciondelignina
rclacionada al tipo de estructura en cl material vegetal
(20), presencia de cationes metalicos (19). fuente nitro-
genada (18). grado de cristalinidad dc la cclulosa (10).
cntre otros.

Alvarcz & Rossi (2). cstudiaron la produccion de
celulasasencepasdc A. nigery Trichoderma harzianum,
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aisladas dc suclos tratados con Fluroxypyr (herbicida
post.cmergente). cn los cuales habian registrado una
disminucidn dc la frecuencia de dichas cepas cn relacion
a la alcanzada cn muestras testigo. No encontraron
diferencias en la actividad cclulolitica de A. niger pero si
en T. harzianum, que mostré una disminucion de dicha
actividad en suclo con Fluroxypyr.

En este trabajo. sc estudiod la actividad celulolitica
de ccpas de A.niger y A. flavus aisladas dc suclo dc
parcelas sembradas con trigo. que recibicron la aplicacion
dcl herbicida post-ecmergente Metsulluron.metil+
Dicamba, para conocer si dichas variaciones en la
frecuencia dc estas cepas sc corrclacionan con alguna
rariacién cn la capacidad ccluloliticas de las mismas.
Dichas cepas resultaron ser las de mayor frecuencia
durante el muestreorcalizadoen 1994, abarcando distintas
etapasdcl cultivodc trigo. desdecl macollaje hasta la post-
cosccha. Tanto las ccpas de A. niger como las de A. flavus
mostraron variacioncs cn su [recuencia a lo largo del
mucstreo.

MATERIALES Y METODOS

Sc scleccionaron tres cepas de A. miger (deno-
minadas 1. 2y 3 ) v dos de A. flavus (denominadas 4 y 5)
correspondicntes a distintos ticmpos del muestreo y que
prescentaban variaciones de frecuencia en el tiempo. Estas
son, para A. niger: cepa 1: aislada en el momento de
aplicaciondcl herbicida (tiempo0), con 100%de frecuencia:
cepa2;aislada 14 dias despuésde aplicadoel desmalezante,
con una frecuencia dcl 67% y cepa 3: correspondiente a
los 90 dias posteriores a laincorporacion del agroquimico.
con la menor frecuencia registrada: 33%. Para A. flavus
se trabajo con: cepa 4: aislada una semana después de
aplicadoel herbicida, con 22%de frecuencia y eepaS: con
una [rccuencia del 100%. correspondiente a 90 dias
posteriores a la aplicacion del agroquimico.

Determinacion de actividad del complejo celulasa

Para cl cstudio de la actividad cclulolitica, las
colonias dc A. niger y A. flavus sc mantuvicron en Agar
Czapck durante un periodo de 5 y 7 dias respectivamente
a 25° C. Dc acucrdo a curvas de crecimicnto rcalizadas
previamente, se observo que el valor maximo de la fase
exponencial sc alcanzé al 5° dia para A. nigery al 7° dia
para A. flavus, tiecmpo que se tuvo en cuenta para la
preparacion del inéculo de siembra para los ensayos
cnzimaticos. Ese indculo consisitié en una suspension de
conidios en agua destilada estéril con una concentracion
de Ix 10" a Ix 10° conidios por ml.

El desarrollo de las cepas y la induccion del
complcjo cclulasas. se hizo por siembra de 1 ml de ese
inoculopor duplicadocn 50 ml del medio basede Theodorou
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et al. (28). con un pH final de 5.5 reemplazando la
carboximetilcelulosa por celulosa cristalina (CC) 500 mg
en el medio indicado. que se distribuyé cn Erlenmeyer de
125 ml. Se incubaron a 28° C. en agitador mecanico a 120
r.p.m.. durante 10 dias. Cada 48 horas se procedio al
filtrado de los cultivos mediante mcmbrana Sartorios
0.2pum. Se determind el peso seco. las proteinas solubles
por filtrado, las cxoglucanasas. endoglucanasas
(carboximetilcelulasas) y beta- glucosidasas (cclobiasas).

Determinacion del peso seco

Representa el peso micelial por cultivo (50 ml del
medio inductor por Erlenmeyer). previamente secados cn
estufa a 37°C hasta peso constante y s¢ calcula cn mg /
tiempo de desarrollo.

Dosaje de proteinas solubles de los filtrados de cultivo.
Las proteinas solulcs fueron dosificadas porcl mé-
todo de Henry (9) y sc expresan como mg/ ml de filtrado.

Medicion de la actividad enzim:itica

Las cepas scleccionadas [ucron A. niger y A.
Slavus.

En todos los casos sc utilizaron alicuotas dc los
sobrenadantes de cultivos.

a) Exoglucanasas: 2 ml de cada filtrado llevado a
pH 4.8, con 2 ml de buffer de citrato con un pH 4.8 y 20
mg dec celulosa cristalina (CC). se¢ incubaron a 30°C
durantc 60 minutos (2). Previa centrifugacion, en el
sobrenadante se dosificaron los azicares reductores por ¢l
método de Somogyi (23)-Nelson(16), utilizando glucosa
I mg/ml como standard. Los azicarcs reduclores sc
expresaron como pmoles de glucosa por mlde filtrado (2).

b) Endoglucanasas (carboximctilcelulasas): 2 ml
de cada filtrado, mas 1 ml de carboximeticelulosa (Grado
B-501.C.I. Ltd. Chesihe IK) al 2%. a 50°C durante 60 m.
Los azticares reductores sc valoraron como en ¢l cnsayo
anlerior y se expresaron como micromoles de glucosa por
ml de filtrado (2).

¢) Beta-glucosidasas (cclobiasas): 5 ml de cada
filtrado. mas 5 ml dec cclobiosa 2% en bufTer acetato de
sodio 0.1 M pH=3. sc incubaron a 50°C durantc 60 m. Con
una alicuota sc determina glucosa residual por ¢l método
de glucosa oxidasa (Wiener lab.) por colorimetria de
Trinder (29). Los resultados sc expresan como junoles de
glucosa por ml de filtrado.

Estudio estadistico.

Los factorcs estudiados fucron: cepa (1.2 v 3 para
A. niger,y 4y 5 para A. flavus)y tiempo de incubacion del
cultivo (48. 96. 144, 192 y 240 horas).

Las variables estudiadas para ambas especics de
Aspergillus [ucron: peso scco del micelio (mg/filtrado de

cultivo). protcinas del sobrenadante (mg/ml) para medir
crecimiento y concentracion de azicares reductores
(umol/ml). producidos por tres cnzimas celuloliticas:
endo-cclulasa (carboximetilcelulasas), exocelulasas y
glucosidasas (cclobiasas).

Con cstas variables, para cada cepa y cada tiempo
deincubacion, screalizdcl andlisisde varianza (ANOVA).
con un nivel de significacion variable, especificado para
cada caso.

En caso de ser nccesario, sc aplico la técnica de
comparacionecs multiples de Scheffé (22).

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de peso seco

Las curvas de crecimicnto de las cepas estudiadas
de acucrdo a los datos promedio del peso seco micelial. se
obscrvan cn la Figura 1 para A. niger (panel A) y para A.
Slavus (pancl B).

a) Crecimento de A. niger. El mayor crecimiento
para A. niger corresponde a lacepa 2 y el menorala 1. El
tiempo de agotamicnto del sustrato se observo después de
las 192 horas. al cabo dc las cuales se registra una
disminucion de crecimicnto para las tres cepas.

La tabla ANOVA pcrmite concluir la existencia
del efecto interaccion entre cepa y tiempo de incubacion
(p<0.0003).

Se prosiguid cl andlisis estadistico probando el
cfecto del factor cepa en cada uno de los tiempos consi-
derados.

Dclcuadro correspondiente, se desprende la existen-
cia de una diferencia significativa cn los valores de peso
seco promedio de las tres cepas, para los distintos tiempos,
exceplo a las 96 h.

La aplicacion de la técnica de Scheflé (22) permite
concluir que el promedio dec la variable en estudio es
significativamentc mayorcn la cepa 2 que enlas 1 y 3. no
existiendodilerencia significativa cntre estas ultimas para
todos los ticmpos, excepto a las 144 h.

b) Crecimicnto de A. flavus. La cepa 5. mucstra
un crecimiento levemente superior y ¢l tiempo de agota-
micntodel sustrato scria también después de las 192 horas.

Dec Ia tabla ANOVA correspondicnte se desprende
que exisle variacion entre cepas (p<0,01).

Contenido de proteinas solubles en los filtrados del
cultivo

La Figura 2. representa cl contenido de proteinas
solubles en los [iltrados de cultivo para cepas dc A. niger
(pancl A) y A. flavus (pancl B). Se puede observar que, tal
como ocurre con ¢l peso scco, las cepas de A. flavus
registran valores menores que las de 4. niger.
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Fig. 1: Peso seco de la masa micelial correspondiente a Aspergillus niger (Panel A)
y A. flavus (Panel B)

Fig. 2: Proteinas solubles en el filtrado de cultivo para Aspergillus niger (Panel A)
y A. flavus (Panel B)
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Fig. 3: Actividad de exocelulasas producidas por A. niger (A) y A. flavus (B)

Fig. 4: Actividad de endocelulasaé producidas por A. niger (A) y A. flavus (B)
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—@— cepa 1
—i— cepa 2
—&— cepa 3

Fig. 5: Actividad de B-glucosidasas producidas por A. niger (A) y A. flavus (B)

Entre estas ultimas, no parece notarse diferencia
hasta las 48 horas, a partir de las cuales la cepa 3 exhibe
la mayor velocidad de crecimiento. Esta diferencia entre
cepas fue significativa (p<0.001).

El promedio del contenido de proteinas es signifi-
cativamente mayor para la cepa 3 que para la 1, ocupando
la cepa 2 una posicion intermedia.

Hay una disminucién en el contenido de proteinas
del sobrenadantealas 240 h, loque indica una disminucion
del crecimiento por agotamiento del sustrato.

Por su parte, las cepas de A. flavus no muestran
diferencias significativas entre si. Ambas presentan un
incremento en sus valores hasta las 144 horas.

Actividad de exocelulasas

La actividad de exocelulasas esta representada en
la Figura 3 para A. niger (panel A) y A. flavus (panel B).

Para A. niger, la cepa 2 fue la de mayor actividad
de exocelulasas, excepto a las 96 h que fue para la cepa 3.
Estaultima ,fuela que mostrd menor actividad enzimatica,
y la cepa 1 ocup6 una posicion intermedia, segun muestra
la Figura 3 (panel A).

Se observo efecto de interaccion significativo entre
cepa y tiempo (p<0,00001).

No existe efecto cepa para las 48 h, pero si en los
restantes.

La cepa de menor frecuencia (cepa 3 con 33%), fue
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la que registré menor actividad de exocelulasas, perola de
mayor frecuencia (cepa 1 con 100%) no fue la de mayor
actividad, sino que ocupd una posicion intermedia.

Aparentemente no existe correlacion entre
frecuencia y actividad celulolitica de exocelulasas en A.
niger. Para A. flavus se detect6 un efecto de interaccion
entre los factores considerados (p<0,00005).

La actividad promedio de exocelulasas es signifi-
cativamente mayor para la cepa 4, solo para las 96 y 144
h, no existiendo diferencias significativas en los restantes
valores. La cepa de menorfrecuencia (cepa 4 en 22%), fue
la que registrd la mayor actividad de exocelulasasyla 5 la
menor, lo que parece mostrar una correlacion inversa
entre frecuencias y actividad celulolitica de exocelulasas
en A. flavus.

Se registrd siempre un menor nivel de actividad
enzimatica para las exocelulasas, tal vez debido a una
fuerte adsorcion enzimatica de la celulosa cristalina (CC)
oaundistinto grado de formacién de las correspondientes
enzimas.

La adsorcion de las celulasas al sustrato se debe a
interacciones hidrofébicasy se comprobd que se da mayor
adsorcion de las celulasas a pH. bajos, tal vez por la
presencia de grupos carboxilo con carga negativa en la
celulosa, que resulta en una interaccion electrostatica de
la enzima con el sustrato (8).

Con respecto al uso de CC como sustrato, Hoshino
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ycol. (10) demostraron que las exocelulasas sacarificaron
la celulosa con distinto grado de cristalinidad mas
efectivamente quelas endocelulasas, y que la sacarificacion
aumento6 para ambas cnzimas a medida que decrecia cl
grado de cristalinidad de la celulosa.

Actividad de endocelulasas (carboximetilcelulasas)

La actividad de endocelulasas estan rcpresentadas
en la Figura 4, para las cepas de A. niger (pancl A) y A.
flavus (panel B).

Para A. niger se observa que la mayor actividad se
registra en la cepa 2 y la menor en la 3. Las tres ccpas
presentan valores significativamente distintos entre cllas
para todos los ticmpos considerados, segiin se desprende
del analisis cstadistico.

Para A. flavuslaccpa 4 tiencunaactividad enzima-
tica siempre mayor a la cepa 5, excepto a las 48 h. Esta
diferencia es significativa (p<0,001).

Nuevamente se observa en 4. niger, una falta de
correlacion entre frecuencia y actividad de endocclulasas,
pues la cepa 2 ocupa una posicion intcrmedia cn cir-
cunstancias que ticne la mavor frecuencia. En A. flavus
vuelve a observarse una correlacion inversa. pucs la ccpa
de mayor f{recuencia (n°3), tienc la menor actividad de
endocelulasas.

Actividad de beta-glucosidasas (celobiasas)

Segun se observa en la Figura 5 para A. niger
(panel A), la mayor actividad de beta-glucosidasas
corrcspondealacepa2ylamenorala3. EnA. flavus (Fig.
5. panel B) la cepa 4 es la que presento mavor aclividad
enzimdtica. Estas diferencias fucron significativas
(p<0.001).

Para A. niger, del cuadro ANOVA. scdesprendc la
existencia del efecto interaccion cntre los factores
(p=0.0001). Se procedié a cfectuar los dos estudios corres-
pondientes, en base a los que podemos comentar que:

- Existe efecto tiempo para cada cepa. Lucgo de
aplicada la técnica de contrastes, seconcluyé que las cepas
1 y 2 presentaron un patron de actividad enzimatica
similar.

- Existe cfecto del factor ccpa para todos los
tiempos considerados.

Luego de aplicada la técnica de contrastcs,
observamos que la actividad promedio de b-glucosidasas
alas 48 y 96 h, es significativamente mayor cn la ccpa 2
quecen lasrestantes. quenodifierencentresi. A las 144, 192
y 240 h, difieren significativamentc todas entre si, sicndo
la cepa 2 la de mayor actividad. scguida porla I v 1a 3 cn
orden dccreciente.

Para A. flavus cl cuadro ANOVA permilc detectar
la existencia del efeclo interaccion entre los factores
(p=0.0001). Se procedio a analizarlos por scparado. con

los siguientes resultados:

- Existe efecto tiempo en las dos cepas. La técnica
de contrastes permite demostrar un patron de actividad
enzimdtica similar para ambas cepas.

- Nocxiste diferencia significativa entre cepas a las
48 h. En todos los otros tiempos considerados. la actividad
promedio de b-glucosidasas es significativamente mayor
para la ccpa 2.

También sc observd la falta de corrclaciéon en A.
niger, entre frecuenciay actividad deb-glucosidasas. pues
la cepa 1 que tienc la mayor frecucncia presenta una
actividad intcrmedia entre las otras cepas. En A. flavus
siguc observandose una correlacién inversa pues la ccpa
4. que es la de menor frecuencia, prescnta la mayor
actividad enzimatica.

La ccpa 5. a pesar de haber presentado mayor
crecimicnto que la 4. scgun las curvas de peso scco.
demostro tencr menor actividad enzimatica para todas las
enzimas.

Se cree que al menos algunas de las celulasas
fungicasse encucntranunidasala pared hifal (15). Tal vez
esto pucde haber ocurrido parala cepa 5. va que de acuerdo
al crecimiento obscrvado. scesperaba una mayor actividad
enzimatica, pero las cnzimas podrian haber quedado
retenidas en los sélidos del cultivo , por lo que al realizar
cl dosaje cn el sobrenadante, no se detectaron.

CONCLUSIONES

En A. niger, no sc observé una correlacion clara
entre [recuencia y actividad enzimatica .debido a la cepa
I que sicmpre apareci6 en posicion intemedia, teniendo la
mayor frccuencia. En A. flavus en cambio. siempre se
obscrvé una correlacion inversa entre €slos 2 parametros.

Las tres ccpas dc A. miger rcgistraron, para
exocelulasasy endocclulasas, niveles masaltosde actividad
quc las cepas de A. flavus, lo que indica que la primera es
una cspecie con muy bucna capacidad celulotitica. Esta es
una de las razones que explican su dominancia a lo largo
del muestreo.

En general para A. niger alas 192 1, se registro cl
mayor crecimicnto (mayor pcso seco). mayor contenido de
protcinas de sobrenadante y mayor actividad de exoce-
lulasas. En cambio el mdximo de actividad de endo-
glucanasas y beta-glucosidasas se registra a las 240h.

Considcrando la frecuencia de cada una (cecpa
12 100%: 2: 67% y 3:3 3%). podemos concluir que existe
una cicrta correlacion entre frecuencia y actividad cnzi-
matica. pero sin duda entran en jucgo otras variablcs.
desde las acciones antagonicas entre cepas. factores cli-
maticos. condicioncs fisico-quimicas dcl suclo. agro-
quimicos. nivel dc toxicidad v persistencia. clc.

Conrespectoal tiempode aplicacion del herbicida.
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la cepa | corresponde al tiempo 0. 1a2 a los 14 diasy la 3
a los 90 dias posteriores. Si analizamos la corrclacion
entre csta variable y la actividad enzimatica, podemos
deducir que cl agroquimico no parcce producir ninguna
alteracion en el sistema celulasas de A. niger, ni en la
[recuencia del mismo. va que cn el momento de aplicacion
(ticmpo 0) v a los 14 dias posteriores. donde se supone un
mayor efecto del herbicida. no se produce disminucion en
la frecuencia ni en la actividad enzimatica del hongo.Esto
nos conduce a pensar que su bucna actividad, seria junto
aotras caracteristicas metabolicas y a unabuena capacidad
multiplicativa (esporulaciéon abundante. como se sugirio
de acuerdo a resultados antcriores). una estraicgia eficaz
para su dominancia en los suclos.

En A. flavus, no se obscrvaron alteraciones en cl

complejocelulasaencl ticmpode aplicacidon del herbicida,
pero si en su frecuencia.

No es representativo analizar una sola variable
para explicar los cambios de frecuencia y de actividad
enzimatica en un sistema tan complejo como el suelo, por
eso es fundamental considerar los otros factores men-
cionados anteriormente.
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