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Degradacion de madera de dlamo por
Fomes sclerodermeus: produccion de
enzimas ligninoliticasen aserrin de
alamoy cedro

Victor Leandro Papinutti, Luis Alberto Diorio y Flavia Forchiassin

Laboratorio de Micologia Experimental, Departamento de Biodiversidad y Biologia Experimental, Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Argentina

Fomes sclerodermeus es un hongo causante de pudricién blanca. Se evalua su
produccién de enzimas lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa y lacasa en
medios conteniendo aserrin de cedro o alamo como sustrato. En ningln caso se
detecto actividad lignina peroxidasa. La produccion de lacasa y manganeso
peroxidasa fue mucho mas alta usando aserrin de alamo como sustrato. Por
tanto, bloques de madera de alamo fueron incubados con F. sclerodermeus
durante seis meses. Las pérdidas de peso seco de los bloques debido a su
degradacion alcanzaron un valor medio de 51%. La cuantificacion de celulosa y
lignina después de este periodo mostraron la disminucion en las cantidades de
estos polimeros, que fueron de hasta un 58 y 56% para celulosa y lignina res-
pectivamente. Los cortes de las maderas atacadas observadas al microscopio
Optico mostraron principalmente presencia de hifas colonizando el interior de
vasos, adelgazamiento de las paredes y degradacion de los radios parenquima-
ticos.
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Degradation of poplar wood by Fomes sclerodermeus:
production of ligninolytic enzymesin sawdust of
poplar and cedar

Fomes sclerodermeus is a white-rot fungus. Its production of laccase, mangane-
se peroxidase and lignin peroxidase on sawdust-based media was evaluated.
No lignin peroxidase activity was measured in any media tested. The higher pro-
duction of laccase and manganese peroxidase were found on media containing
poplar sawdust. F. sclerodermeus was grown on wood blocks of poplar during
six months. Dry weight losses of the blocks reached a mean value of 51%. The
quantification of cellulose and lignin in the 6-months incubated blocks showed
losses of up to 58 and 56% for cellulose and lignin, respectively. The decay exa-
mined under microscope revealed mycelium colonizing the lumen of vessel ele-
ments, cell wall thinning and entire degradation of the radial parenchyma.
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Lalignina en la madera confiere una proteccién
fisica a la celulosa y hemicelulosa contra € ataque enzi-
matico. Existe una gran cantidad de organismos (bacterias
y hongos) con las enzimas hidroliticas necesarias para
degradar la celulosa 'y hemicelulosa, pero en lo referente
al ataque y mineralizacién de lalignina el nimero de
organismos es mucho mas limitado. Los Unicos organis-
mos descritos con la capacidad de degradar y mineralizar
la lignina son un grupo de basidiomicetes causantes de
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cientes alos 6rdenes Aphyllophoralesy Agaricales[1],
poseen un complejo de enzimas oxidasas y peroxidasas
gue catalizan las primeras reacciones que rompen uniones
dentro de la compleja molécula de lignina, generando
mol éculas més pequefias, y luego hay una incorporacion
de estos productos de degradacién a los ciclos metabdli-
cos del organismo que como producto final dan CO:[2].



Se ha demostrado que la lignina no es una fuente
aprovechable para el crecimiento de los hongos sino que
es necesaria la presencia de un cosustrato [3]. Por o tanto
la adquisicion de la habilidad para mineralizar lignina
seria ventajoso para € aprovechamiento de otras molécu-
las més facilmente metabolizables, teniendo en cuenta las
relaciones intermolecul ares presentes en la estructura de
las paredes celulares.

Hasta el momento las enzimas ligninoliticas descri-
tas son cuatro, lignina peroxidasa (LiP), manganeso pero-
xidasa (MnP), peroxidasa versétil (PV) y lacasa. LiP, MnP
y PV son peroxidasas con un grupo hemo como cofactor y
emplean H:0. como primer aceptor de electrones. La LiP
puede oxidar directamente sustratos aromaticos no fendli-
cos, siendo el mas estudiado el alcohol veratrilico. La
MnP oxidaMn? aMn* este Ultimo es quelado por acidos
organicos sintetizados por el hongo [4]. Es decir que la
MnP puede oxidar sustratos del tipo fendlico a través de
Mn# [5] pero también puede hacerlo con aquéllos del tipo
no fendlico a través de los productos de peroxidacion de
acidos grasos insaturados [6]. La PV puede oxidar €l Mn*
aMn* (como lo hace la MnP) y también oxida compues-
tos no fendlicos (como lo hace la LiP), es decir que com-
parte propiedades cataliticas con ambas peroxidasas
fungicas descritas anteriormente [7,8]. Por ultimo, lalaca-
sa es una oxidasa con cuatro &omos de cobre como cofac-
tor y cuyo aceptor de electrones es € O. dando agua como
producto [9]. La enzima oxidada ataca principalmente
sustratos fendlicos, pero en presencia de 1-hidroxibenzo-
triazol (1-HBT), 2,2’ -azinobis [acido 3-etilbenzothiazoli-
ne-6-sulfonico] (ABTS) o acido violUrico [10,11] éstos
actlian como cooxidantes y capacitan ala enzima para ata-
car sustratos mas dificilmente oxidables como los de tipo
no fendlico. La lacasa es la enzima méas ampliamente dis-
tribuida entre los hongos de pudricion blanca, y en agu-
nas ocasiones fuertemente inducible por cobre [12,13]. El
objetivo de este trabajo fue estudiar €l patrén de degrada-
cion de madera de damo por F. sclerodermeus en correla-
cién con sus enzimas ligninaliticas

Materialesy Métodos

Organismo y condiciones de cultivo. Se utiliz6 la
cepa BAFC 2752 de Fomes sclerodermeus. Los cultivos
se mantuvieron en agar maltaa 4 °C. El extracto de malta
fue agregado hasta llegar a una concentracién del 12% en
los medios con agar y liquidos.

Inoculacion y pérdida de peso de la madera.
Blogues de madera de 4 x 1 x 0,5 cm de damo esteriliza-
dos a 120 °C se colocaron sobre medio agar malta en
tubos pico de flauta inoculados 10 dias antes con F. scle -
rodermeus. Se incubaron a 28 °C durante seis meses.
Cada dos meses, 10 de los bloques eran recogidos, des-
pués de raspar y descartar el micelio superficial se secaron
a 80 °C hasta peso constante. Se utilizaron como controles
bloques sin inocular para calcular pérdidas de peso, en la
cuantificacion de celulosay ligninay para comparar mor-
fologias de la madera atacada y no atacada.

Cuantificacion de celulosa y lignina. Para la cuan-
tificacion de celulosa y lignina, se molieron los tacos de
madera inoculados y sin inocular, se extrajeron los com-
puestos hidrosolubles mediante lavados con agua destila-
daa90 °C, luego se solubilizo la celulosa y hemicelulosa
por medio de una hidrdlisis con &cido sulfirico al 72%,
permaneciendo la lignina como un resto insoluble [14]. El
contenido de celulosa 'y hemicelulosa se calculé por dife-
renciaen €l peso inicial de lafraccion que se hidroliza con
el &cido y lafraccion insoluble que corresponde a laligni-
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na. Las cantidades de celulosa y hemicelulosa solubiliza-
dos en &cido y lignina de los bloques sin inocular se utili-
zaron como referencia del 100% del contenido para cada
polimero. En base a este dato y al de pérdida de peso seco
causado por el hongo, se calculé la cantidad remanente de
cada polimero.

Actividades enzimaticas, proteinasy azlcares
reductores. Seinocul6 F. sclerodermeus en 20 ml de agua
destilada con 10% de aserrin de & amo o de cedro, en
matraces Erlenmeyer de 100 ml. En otros ensayos €l agua
destilada fue reemplazada por una solucién de glucosa al
1% o por medio GA (glucosa 1% y asparragina 0,4%)
[15]. Se incubd en condiciones estéticas a 28 °C, se toma
ron muestras periodicamente de | os sobrenadantes del cul-
tivo y se cuantificaron con espectrofotometro las proteinas
solubles por el método de Bradford [16], los azlicares
reductores por el método de Somogyi y Nelson [17,18] y
las actividades enziméticas seglin se describe a continua
cion.

Lacasa: se us6 como sustrato ABTS 0,5 mM
en tampon acetato de sodio 0,1 M, pH 3,6, a30 °C
(€20 36 MM+ cnt).

Manganeso peroxidasa (MnP): se utiliz6 como sus-
trato rojo fenol a una concentracion de 0,01% en tampén
succinato de sodio 0,1 M y pH 4,5 con H20. 0,2 mM. La
reaccion se paré agregando 40 m de NaOH 5 N. La lectu-
radel producto de reaccion se hace a 610 nm (€s10 22 mM*
cm™) dos blancos de reaccién fueron restados. sin H20: y
otro sin Mn# [19]. Las unidades enziméticas (U) se defi-
nen como micromoles de producto formado por min bagjo
las condiciones del ensayo.

Cortes anatomicos. Se realizaron cortes a mano
alzada de | os tacos de madera, que se tifieron con la técni-
ca de safranina-fast green [20], para ser observados en
microscopio optico.

Resultados y Discusién

Aspectos macroscopicos. Los blogues de madera
de damo fueron tratados con F. sclerodermeus en medio
agar extracto de malta por un tiempo de seis meses.
Durante las tres primeras semanas de incubacién, el hongo
coloniz6 toda la superficie de la madera. Ya en el primer
muestreo (dos meses) se observo que la colonizacion fue
también en las superficies internas, dado que cortes longi-
tudinales de los bloques de la madera tratada con e hongo
mostraron € micelio en su interior. Transcurridos los seis
meses de incubacién el color de los bloques no vario res-
pecto al control, sin embargo las maderas degradadas fue-
ron muy quebradizas, algo esponjosas y facilmente
divisibles en trozos longitudinales. Por lo general, en las
maderas atacadas por hongos causantes de pudricion blan-
ca aparecen manchas marrones que pueden deberse a
depdsitos de MnO: [20] pero en este trabajo no se obser-
varon depositos de este tipo. Se verificd la degradacion de
las maderas por pérdida de peso de las mismas (Figura 1).
La tasa de degradacion fue rgpida hasta los cuatro meses
haciéndose més lenta en los meses siguientes. Las pérdi-
das de peso alos seis meses alcanzaron un valor medio de
51% valor similar al observado por Leviny Castro [21] en
maderas de Salix sp. y Populus sp. atacadas por Trametes
trogii.

Actividades enzimaticas. La produccién de enzi-
mas ligninoliticas por F. sclerodermeus utilizando madera
como unico sustrato, fue evaluada en medios basados en
aserrin de madera de alamo (Figura 2a) o cedro
(Figura 2b). No se encontr6 actividad LiP en ninguno de
los medios, aunque cabe destacar que esta enzima no se ha
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Figura 1. Pérdida de peso seco de los tacos de madera de alamo atacados
por F. sclerodermeus. Cada punto representa el valor medio del peso de
10 tacos, las barras representan el error.

encontrado en la mayoria de los hongos de pudricion blan-
ca estudiados [1]. Las actividades MnP y lacasa obtenidas
en los medios con aserrin de damo fueron muy superiores
alas obtenidas en medio sintético sin Mn* o Cu* [22],
probablemente esto se deba a que en las maderas existe
una gran variedad de compuestos arométicos que habrian
pasado a la solucién. La induccién por este tipo de com-
puestos fue probada en varios hongos de pudricién
blanca [24]. EI manganeso que comUnmente esta presente
en las maderas también pudo haber sido €l inductor. En F.
sclerodermeus las actividades lacasa y MnP aumentan en
presencia de este dicatién [25]. En € medio conteniendo
aserrin de cedro no se detect6 actividad lacasa ni MnP.

Las cantidades de azlicares reductores solubles y las cur-
vas de consumo de este nutriente fueron similares para
ambos medios, observandose que a partir del dia 14
comenzaba la maxima tasa de consumo. Es decir que la
falta de actividades en el medio de cedro no se deberia a
un retraso en el crecimiento del hongo sino que otro factor

estaria afectando la produccion enzimética. Respecto alas
cantidades de proteinas extraibles de los medios, en la
figura se observa que en € medio de damo hay un nivel

basal de proteinas las cuales provienen de la madera, en €l

medio de cedro no hay proteinas al tiempo 0 y éstas
comienzan a aumentar a dia 11 de crecimiento producto
de laliberacion por € organismo. Con €l objetivo de eva-
luar si existia alguna limitacién en algunos nutrientes que
estuviera afectando la produccion de las actividades obte-

nidas en ambos medios, se hicieron cultivos agregando

glucosa 0 medio GA reemplazando a agua destilada. En

latabla 1 figuran los valores de actividad para ambos
medios en el dia que éstos alcanzaron su valor maximo.

Es interesante notar que en el medio de dlamo las activi-

dades lacasa fueron algo menores que en el medio con

glucosay GA, mientras que en el medio de cedro ésta
actividad fue mayor, indicando que puede inducirse por

los compuestos presentes en esta madera. Respecto ala
actividad MnP en medio de damo no mostré ser afectada
por el agregado de nutrientes, mientras que en e medio de
cedro no se detectd en ninguno de los casos. Por lo tanto

la produccién de enzimas ligninoliticas en F. scleroder -
meus esta estrechamente relacionada con el tipo de made-

ra que se use como sustrato. El agregado de macro

nutrientes como glucosa o nitrégeno no lograron revertir

totalmente ese efecto.

Pérdida de los componentes. Mediante hidrolisis
diferencia de los componentes de los tacos de madera fue
posible determinar su composiciéon. En lafigura 3 se
observa que celulosa y lignina fueron atacadas por igual,
los valores obtenidos fueron de hasta un 58 y 56% para
celulosay lignina, respectivamente. Esto mostré que el
ataque a los distintos componentes de |a madera fue
simultaneo, similares resultados se han observado en otros
hongos de pudricién blanca, p.e. Trametes versicolor [20]
y Lentinus edodes [26]. Los hidrosolubles aumentaron
hasta 3 veces su valor inicial, los extractos presentaban un
color marrén el cual no se abservé en los tacos sin atacar
y probablemente se deba a productos de degradacion de la
lignina.

(jw/n) eseoe +

€
2 a
(=]
£
< 03 2
[}
o
[$)
=
< J."‘—\_\_,_ -
| T ey
€ 0,2 _‘-l
8 L]
F) 1
= I L ]
J< e e L e -
& B TS - 1 x
o . -
0.1 4= -I:E' e W
E . i
O AT . m
c 0 -.- - 0
= — 0 10 20 30
—
Tiempo (dias)
= b
€
<
Y 0,3
£
<
12}
o] o el
O
3
O o2 i
£ |
8 %
= 3
2 o e
e
o
- W
—i
o
0 10 20 30
Tiempo (dias)

Figura 2. Curvas de actividad MnP y lacasa, proteinas y azlcares reduc-
tores en funcion del tiempo para F. sclerodermeus creciendo en aserrin de
alamo (a) o cedro (b) como Unico sustrato. Las mediciones se realizaron
por triplicado y las barras representan el error.

L os hongos de pudricién blanca pueden presentar
dos patrones de degradacion de la madera: simultaneo,
como se ha observado para Fomes sclerodermeus, o selec-
tivo, con la degradacion de lignina en primerainstancia.
Cada patron no es caracteristico de una especie: Trametes
trogii, en madera de dlamo, presenta los dos patrones a la
vez [22]. Es posible que distintas condiciones microam-
bientales en la madera, p.e. pH, temperatura, grado de
humedad, puedan favorecer la actividad de distintos siste-
mas enziméticos de modo diferencial.
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Figura 3. La hidrdlisis diferencial de los tacos de madera de alamo ataca-
dos por F. sclerodermeus muestran los porcentajes remanentes de hidro-
solubles (sol), celulosa junto con hemicelulosa (c+h) y lignina (lig). Las
mediciones se realizaron por triplicado y las barras representan el error.

Aspectos anatomicos. En las figuras 4A y 4B se
observan los cortes anatémicos de la madera no atacada 'y
atacada, respectivamente. En la madera atacada se puede
observar principa mente adelgazamiento de las paredes en
algunas zonas (b) que le dio una estructura més espon]0sa,
y degradacion de los radios parenquimaticos (a). La
degradacién no ocurrio de manera uniforme en los tacos
de madera dado que fueron observadas zonas de degrada-
cién junto con otras zonas intactas. Aparentemente los
radios parénquiméticos fueron los més facilmente degra-
dados observandose una separacion de las fibras (a).
Similares resultados fueron encontrados por Leviny
Castro en maderas atacadas por T. trogii [21].

Nuestros agradecimientos a la Universidad de Buenos Aires y
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y Técnicas) por la financiacion de este trabajo.
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Figura 4. Cortes realizados a mano alzada de los tacos de madera
no atacada (A) y atacada (B) revelan una estructura mas esponjosa
debido a adelgazamiento de paredes (b), también se observa
degradacion de los radios parenquimaticos (a). La barra representa
50 nm.
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