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The degradation o cellulose and ligninin a liquid culture by Ceriporia bresadolae (Bdot. & Gaz.) Bond. & Sing.

(Aphyllophorales: Basidiomycotina)

The celulose and lignin degradation potential of Ceriporia bresadolae, a fungus causing brown rot in
Pinus halepensis, has been measured as a percentage of weight loss of commercial celulose and lignin.

1t has been found that the degradation of celulose is dependent on the previous treatment of the
substratum with chemical reagents. Besides, the presence of a carbohydrates such glucose. added exoge-

nously, is necessary.

RESUMEN

Se han obtenido valores de degradacion de celulosa y lignina, dados en porcentaje de pérdida de peso.
para Ceriporia bresadolae, causante de podredumbre parda en madera de Pinus halepensis.

Para la degradacion de celulosa es imprescindible hacer pretratamiento con una solucion digestora. Es
necesario, posteriormente. la presencia de un carbohidrato, como glucosa. afiadido de forma exdgena.

INTRODUCCION

L os hongos causantes de podredumbre parda
en madera despolimerizan rdpidamente celulosa
(COWLING. 1961). Este efecto es similar a la
hidrélisis &cida de la celulosa. NILSSON
(1974a) apunta la necesidad de presenciade lig-
nina para que la celulosa pueda ser degradada.

Seglin HIGHLEY (1977. 1978) es necesaria la
presencia de una fuente exdgena de carbono
para que se produzca la degradacion de celulo-
saen Poria placenta. KOENIGS (1972 b, 1974 b)
aporta datos sobre la importancia de un pre-
tratamiento de la celulosa con soluciones di-
gestoras, para que ocurra su degradacion en
cultivo liquido.

El objetivo de este trabajo es comprobar es-
tos hechos con un hongo responsable de podre-
dumbre parda: Ceriporia bresadolae, que de-

sempefia un importante papel en la descompo-
sicion de madera poco degradada de Pinus ha-
lepensis, en & S.E. peninsular ibérico. B pre-
sente estudio supone un extracto de la Memoria
de Licenciatura de uno de los autores (M. C.
M-G.).

MATERIAL Y METODOS

Se ha utilizado material fresco de Ceriporia bresa-
dolae (Bdot.et Galz.) Bond. & Sing.. recolectado sobre
ramas muertas. descortezadas, poco descompuestasde
Pinus halepensis Miller. Localidad: B Buitre. XH
9523. Moratalla (Murcia).Leg. M. C. Martinez Gonza-
lez, 4111182 313183 2713183, y 12/4/83. Ademas. como
materiales: celulosa (papel de filtro), lignina sinteti-
zada por é método de IOTECH. Solucion digestora
(KOENIGS, 1974b): 0'44 mmol. FeSO,-7TH,0+0'3% de
H.0..
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Solucién basal de HIGHLEY (1973): 2°0 g NH,NO;;
2'0g KH, PO,; 0'5 g Mg SO, - 7H,0:; 0’1 g CaCl, -2
H,0; 1’0 mg tiamina; 0’036 mg Mn Cl, -4 H,0; 0’31 mg
Zn SO, -7 H,0; 0'039 mg Cu SO, - 5 H,0; 0’018 mg
(NH,), Mo, O,,4 H,0; 0’015 mg Fe SO,7 H,0.

Extracto de malta 49%; agar 1'5%.

CULTIVO DE CERIPORIA BRESADOLAE
EN MEDIO CON CELULOSA

El cultivo de Ceriporia bresadolae se realiza a
partir de esporada obtenida en camara himeda, con
la que se han preparado cultivos en agar-malta que
son conservados a 4° C.

En matraces Erlenmeyer (250 ml) se depositan
25 ml de disolucion basal de Highley y celulosa,
previamente tratada con solucion digestora (H,0./
Fe; KOENIGS, 1974b). Disgregada la celulosa por
este pretratamiento, se le anade 1% de glucosa, de
forma exdgena, antes de ser incorporada a la solucion
basal de Highley.

En este medio se inocula 1 ml de suspension de
micelio, previamente lavado y precultivado en solu-
cién basal, con 1% de extracto de malta durante 7
dias. Igualmente se hace el cultivo en matraces que
contienen glucosa.

Se deja crecer y se realizan medidas de pérdida de
peso a las 2, 4, 6 y 8 semanas, como indicadores de la
accion degradadora del hongo.

INCUBACION EN MEDIO CON LIGNINA

Se prepara una suspension de lignina, obtenida al
anadir lignina a dimetilformamida (Kirk, 1975), en
una proporcién 20/30 mg/ml. A continuacion se afiade
asépticamente parte de esta solucién de lignina a agua
destilada estéril y se obtiene una fina suspension. Con
este procedimiento no se han encontrado problemas
de contaminacién. Seguidamente se realiza la incuba-
cién en matraces Erlenmeyer de 50 ml, que contienen
2 ml de medio basal esterilizado y 3 ml de la suspen-
sién de lignina.

Preparado asi el medio, se incuba con 2ml de sus-
pension micelial previamente lavada y homogenizada,
precultivada en medio basal y 10 g/l de glucosa. Se
mantiene a temperatura ambiente durante ocho se-
manas y se hacen medidas de pérdida de peso en los
tiempos indicados en el apartado anterior.

El medio basal utilizado se prepara a partir del ya
mencionado de HIGHLEY (1973), al que se le incor-
pora asparragina y 0°19% de glucosa.

Ha sido imposible estudiar la degradacién con lig-
nina KLASON debido al elevado indice de acidez que
presenta, por el que se inhibe el crecimiento de Ceri-
poria bresadolae.

Se ha utilizado lignina sintetizada por el método
IOTECH, comprobando la pérdida de peso que se
produce, en medidas realizadas a 2, 4, 6 y 8 semanas.

RESULTADOS
DEGRADACION DE CELULOSA

Aunque los porcentajes de pérdida de peso que
se obtienen para Ceriporia bresadolae no son
elevados, indican que tal degradacion existe.

Latabla I corresponde alos valores calculados
para intervalos comprendidos entre 2 y 8 sema-
nas. Solo en los caldos de cultivo que contienen
glucosa como sustrato adicional se produce pér-
dida de peso.

DEGRADACION DE LIGNINA

Los resultados del estudio de pérdida de peso
en lignina se dan enla tabla 2. Se observaun claro
incremento de los porcentajes de pérdida de peso
en el transcurso de las 8 semanas, que es mayor
que el comprobado en el caso de la celulosa; es
imprescindible la presencia de glucosa y asparra-
gina.

TaBLA 1. Pérdida de peso (en %) de celulosa en medio inoculado con Ceriporia bresadolae.
SEMANAS
SUSTRATO 2 4 6 8
Celulosa + dis. basal 0 0 0 0
Celulosa + dis. basal + glucosa 1% 1% 2% 35%
TABLA 2. Pérdida de peso (en %) de lignina en suspensién inoculada con C. bresadolae.
SUSTRATO SEMANAS
2 4 6 8
Lignina 1% 2'5% 5% 6%
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DISCUSION
DEGRADACION DE CELULOSA

La actividad celulolitica de numerosos hongos
ha sido estudiada por NILSSON (1973, 1974a,
1974b). COWLING (1961) demuestra que algunos
hongos que crecen en madera degradan la celu-
losa formando pequenas cavidades en la pared
secundaria de la célula. Sin embargo. en cultivos
puros de celulosa, sdlidos o liquidos, no ocurre
esto. Ello hace suponer la necesidad de que estén
presentes otros componentes como hemicelulo-
sas, carbohidratos o ligninas para que la descom-
posicion tenga lugar.

Segin HIGHLEY (1973, 1975, 1977) es también
necesaria la presencia de una fuente anexa de
carbono para que se produzca la degradacion.
Posteriormente, HIGHLEY (1978) demuestra que
la despolimerizacion, asi como la pérdida de peso
en cultivos de Poria placenta es incrementada
por la adicion de carbohidratos como glucosa,
anadidos exdgenamente. No ocurre igual con Po-
ria monticola, que en cultivo no aumenta su acti-
vidad celulolitica al serle suministrada esta fuente
de carbono.

En nuestro caso se ha comprobado que en cul-
tivos de C. bresadolae existe una pérdida de peso
al anadir glucosa al medio, no produciéndose esta
pérdida en su ausencia.

YOKOTA (1955) estudia, igualmente, la pér-
dida de peso en papel de filtro, en cultivo liquido.
Concluye que el porcentaje de pérdida de peso es
mayor en hongos que producen podredumbre
blanca. que en los responsables de podredumbre
parda. SCHAEFER (1957). también con papel de
filtro, indica que de las cinco especies estudiadas
s6lo Merilius domesticus causa degradacion en
este sustrato. Este es el caso de C. bresadolae,
que es capaz de degradar celulosa suministrada
en forma de papel de filtro.

La podredumbre parda produce un compuesto
que penetra en la estructura de la celulosa y
rompe los enlaces glicosidicos. Para que esto
ocurra se necesita una sustancia mas pequena
que cualquier celulasa conocida. Con ninguna
celulasa aislada se ha podido reproducir el e-
fecto de la podredumbre parda en celulosa. Di-
cha podredumbre puede emplear un mecanis-
mo alternativo de ruptura de celulosa.

KOENIGS (1972b, 1974b) describe que la po-
dredumbre parda esta relacionada con la produc-
cion de H,0, en cultivo de madera. Pone en
evidencia que un sistema H,O,/Fe puede ser em-
pleado por hongos que presenten este tipo de
podredumbre, para despolimerizar celulosa.
Demuestra que el grado de despolimerizacién por
H.,O./Fe en pino y abeto es similar al producido
por hidrélisis acida y por podredumbre parda.

Varias pruebas de degradacion de celulosa por
hongos causantes de esta podredumbre indican
que la degradacion es oxidativa (BOXWELL,
1938; BRAY & ANDREWS. 1924).

En cualquier caso, la comparacion de los re-
sultados de la celulosa tratada con H,0,/Fe y la
celulosa atacada por estos hongos aun no ha sido
totalmente interpretada. La reaccion de H,O ,/Fe
y el pH durante el tratamiento afecta a la cantidad
de oxidacion intramolecular y a la naturaleza de
los grupos que han resultado oxidados (IVANOV,
et al., 1953). De esta manera, se muestra que los
hongos causantes de podredumbre parda em-
plean un mecanismo oxidativo para romper la
celulosa.

Se han identificado los productos de la reac-
cién para conocer el mecanismo de ataque de la
podredumbre parda. Sin embargo. esto no es facil
de demostrar, dado que los estados mas tardios
de la oxidacion llegan a ser tan numerosos que la
identificacion de los productos de la reaccion
primaria es casi imposible (NIKITIN, 1962).

Ennuestro caso puede afirmarse que Ceriporia
bresadolae s6lo degrada celulosa previamente
tratada con H,O./Fe. En ensayos realizados sin
tratamiento previo no se produce pérdida de
peso. Estos resultados estan en la linea de las
experiencias realizadas, hasta ahora, por nume-
rosos autores.

DEGRADACION DE LIGNINA

Durante treinta anos se ha estudiado la biosin-
tesis y estructura de este complejo polimero aro-
matico (KIRK, 1975; IGUCHI, 1971; SARKANEN
& LUDWIG. 1971; FREUDENBERG, 1968). A pe-
sar de las numerosas investigaciones de estos
tltimos anos, el proceso de descomposicion no
esta definido (ANDER & ERIKSON, 1978). En
cuanto a los cambios producidos por el hongo.
puede decirse que la podredumbre blanca des-
compone la madera y convierte la lignina even-
tualmente en CO, y H,O. El proceso de podre-
dumbre blanca se interrumpe en algiin momento
y quedan lignina y celulosa inalteradas (KIRK.
1975). Sin embargo. las zonas a las que han te-
nido acceso los enzimas quedan muy modifica-
das (KIRK & ADLER, 1979).

Cuando se han podido aislar algunas de las
ligninas modificadas, libres de contaminantes, se
ha comparado con la lignina intacta. lo que da
idea de los cambios producidos (CRAWFORD,
1978; CRAWFORD., et al., 1979).

En general, los hongos que producen podre-
dumbre parda tienen mayor preferencia por los
carbohidratos que componen la madera que por
los componentes de la lignia (BRAY & AN-
DREWS. 1924; KIRK & HIGHLEY, 1973). KIRK
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& ADLER (1979) demuestran que los residuos de
lignina procedentes de madera descompuesta por
hongos de podredumbre parda estan mas deme-
tilados que los que proceden de la misma madera
sin atacar.

Abundan mas los estudios sobre degradacion
de celulosa que sobre degradacién de lignina.
Probablemente esto es debido a la mayor dificul-
tad que presenta el conocimiento de los polime-
ros de lignina, que impiden una mayor compren-
sion de los fenémenos que tienen lugar en el
ataque fungico.

En el caso de C. bresadolae se ha comprobado
que no muestra unas preferencias claras entre
sustratos como celulosa y lignina, ya que sobre
ambas es capaz de producir pérdida de peso,
aunque ello es mas evidente sobre lignina. Aun
son pocos los estudios que existen de degrada-
cion de lignina por hongos, pero ya se han en-
contrado varias especies capaces de realizarla,
entre ellos C. bresadolae.
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