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RESUMEN
Se analiz6 la induccidén enzimadtica extracelular de lacasa (Lac) y manganeso peroxidasa (MnP)
de los basidiomicetes: Trametes versicolor, Irpex lacteus, Ganoderma sp. y Phlebiopsis sp.
inoculados en rastrojo de maiz (Zea mays L.), en medio liquido (ML) y s6lido (FSS).
Cuantificando los cambios quimicos de la pared celular del pretratamiento resultante y su
desempefio in vitro como alimento para rumiantes. La produccion de enzimas fue mayor en ML
en comparacion al FSS. La mayor produccion de Lac y MnP la tuvo T. versicolor, aumentando
su produccion 27 y 34 veces respectivamente (P>0.05). | lacteus y Phlebiopsis sp. no
presentaron actividad de Lac. Hubo cambios en la pared celular en ambos medios de cultivo. En
SSF la mayor pérdida de lignina fue con Ganoderma sp. en 2.29 %. Disminuy06 la cantidad de
carbohidratos no estructurales en el rastrojo inoculado con las cepas de 10 a 20%. La biomasa
resultante se sometié a fermentacion ruminal por la técnica de produccion de gas in vitro, donde
disminuyo la digestibilidad verdadera 54% en el rastrojo tratado con I. lacteus, aumentando la
produccion de metano comparado con el control (P>0.05). Lo anterior muestra que el rastrojo
de maiz induce la actividad enzimatica de Lac y MnP. Debido a la perdida de carbohidratos no
estructurales, la biomasa resultante es de poco valor nutricional de acuerdo a los valores de
fermentacion in vitro para los rumiantes. No se descarta que en estudios posteriores,
modificando las condiciones de cultivo y con las cepas de hongos aqui empleadas, incrementen

el valor nutricional del rastrojo de maiz para su uso en la alimentacion de rumiantes.

Palabras clave: basidiomicetes, lignina, pretratamiento, esquilmo agricola, enzimas

ligninoliticas.
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SUMMARY

Extracellular Laccase (Lac) and Manganese (MnP) enzyme production was evaluated from the
strain of basidiomycetes: Trametes versicolor, Irpex lacteus, Ganoderma sp. and Phlebiopsis
sp, they were inoculated in corn stover (Zea mays L.), in liquid medium (ML) and solid-state
fermentation (SSF) assay. Chemical changes on the cell wall after fungal corn stover
preteatment were quantified and their performan in vitro for ruminal feed aplications. The
activity of Lac and MnP was significantly lower in FSS assays. Maximum Lac and MnP
production was detected on T. versicolor, folded 27.79 and 32 times respective (P>0.05). I.
lacteus and Phlebiopsis sp. did not show Lac activity. There was changes in cell wall in both
mediums. Ganoderma sp. caused the higher delignification with 2.29%. There was a lost from
10 to 20% of non-structural carbohydrates. The resulting biomass was subjected to ruminal
fermentation by the gas production in vitro technique, decrease the true digestibility 54% in corn
stover with |. lacteus, increasted the methane production compared with control (P>0.05). The
results show that corn stover induces activity of Lac and MnP. Also there are a lost of non-
structural carbohydrates, decreasing their nutritional quality, according to the ruminal
fermentation values in vitro. It is not reject that subsequent studies with modified incubation
conditions in order to optimize the delignification of the corn sover by the strains of the study,

increase the nutritional value of corn stover for feeding of ruminants.

Key words: basidiomycetes, lignin, pretreatment, agricultural wasted, ligninolytic enzymes.
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INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es uno de los principales cultivos de México, con una produccion
calculada de 44 millones de toneladas en el afio 2017 (SIAP, 2017). Se estima que en la
produccion de dicho cereal se obtiene un kg de rastrojo por cada kg cosechado (Macedo, 2000),
constituyendo asi el 63% del total de residuos agricolas del pais (SIAP, 2014). Este subproducto
es utilizado como insumo para satisfacer la demanda de forraje para la alimentacion de los
rumiantes como bovinos, ovinos, caprinos, entre otras especies (Graminha et al., 2008),
especialmente durante la temporada de estiaje cuando la cantidad y calidad de forrajes
disminuyen.

Los rumiantes, gracias a la simbiosis que establecen en su sistema digestivo con
microorganismos como bacterias, hongos y protozoarios, pueden aprovechar los polisacéaridos
de la pared celular de las plantas como celulosa y hemicelulosa, convirtiéndolos en azlcares
simples. Entre los polimeros que conforman la pared celular vegetal, la lignina puede constituir
del 20 al 30%, representando una de las limitantes mas importantes para el aprovechamiento del
rastrojo como alimento animal (Chaturvedi y Verma, 2013), pudiendo incluso disminuir la
digestion y el aprovechamiento de nutrientes (Arora et al., 2011). Por esta razon, se han
empleado métodos fisicos, quimicos y biologicos para eliminar el contenido de lignina de la
biomasa vegetal, con el objetivo de mejorar la calidad nutricional del rastrojo de diferentes
especies vegetales, haciendo accesibles los polisacaridos a la degradacion de la microbiota
ruminal.

Los tratamientos mecanicos de molienda o picado de rastrojo que se acompafian de
tratamientos quimicos presentan un aumento en la digestibilidad que va del 5 al 13% (Liu et al.,
1999; Fuentes et al., 2001). No obstante, el uso de sustancias alcalinas como el NH3 puede llegar
a intoxicar al animal (Sundstol y Owen, 1984). En relacion al tratamiento bioldgico, el
pretratamiento de los esquilmos agricolas con hongos basidiomicetos es un método sin
repercusiones en la salud animal, reportando incrementos en la digestibilidad del rastrojo de
10% a 30% (Okanoa et al., 2009; Sharma y Arora, 2010; Shrivastava et al., 2012). La habilidad
de los hongos del grupo Basidiomycota para degradar lignina se basa en su capacidad para
secretar enzimas extracelulares oxidativas como lacasa (Lac), lignin peroxidasa (LiP),
manganeso peroxidasa (MnP) y peroxidasa versatil (PV), las cuales atacan tanto las estructuras

fendlicas como no fendlicas de la lignina (Pointing, 2001; Tian et al., 2012; Soccol et al., 2017).
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El patron de actividad de estas enzimas, y por lo tanto la delignificacion de la pared
celular vegetal, depende del género y especie de hongo, la estructura particular de la lignina de
acuerdo a la especie vegetal y la edad de la planta, asi como de las condiciones de cultivo que
se emplean para que el hongo crezca sobre el material vegetal (Moldes et al., 2004; Ding et al.,
2012; Fang et al., 2015). Lo anterior se refleja en una gran variabilidad de resultados de
delignificacion que se reporta en distintos estudios, documentandose pérdidas de lignina de
46.7% en rastrojo de maiz con Irpex lacteus, hasta menos de 1% con Ganoderma lobatum (Saha
et al., 2016). En el caso de paja de trigo, se han reportado valores de delignificacion desde un
11.7% con G. lucidum, hasta un 62.4% con T. versicolor (Tuyen et al., 2012). Por lo anterior,
es importante buscar la mejor relacion cepa fungica/material vegetal con la finalidad de obtener
resultados optimos en el proceso de delignificacion (Saha et al., 2016).

En términos del proceso de delignificacion del rastrojo destinado a la alimentacion de
rumiantes, la mayoria de los estudios evaltan el tratamiento fungico empleando como sustrato
ala paja de trigo (Tuyen et al., 2012; Shrivastava et al., 2012); aunque también se han analizado
esquilmos de arroz, cedro o bamboo (van Kuijk et al., 2015). Asi mismo, los trabajos en los que
se emplea rastrojo de maiz se limitan a evaluar su delignificacion (Yang et al., 2010; Song et
al., 2013; Tirado-Gonzalez et al., 2016) sin abordar aspectos sobre los patrones de fermentacion
ruminal in vitro del material vegetal tratado; algo importante para determinar el valor nutritivo
de los alimentos para rumiantes (Goering y Van Soest 1970; Theodorou, 1994)

Por lo anterior, en el presente trabajo se evalu6 la delignificacion del rastrojo de maiz
(Zea mays L.) mediante el empleo de cepas de las especies de basidiomicetes I. lacteus, T.
versicolor, Phlebiopsis sp., Ganoderma sp. Se determiné la capacidad de dichas cepas para
producir enzimas ligninoliticas extracelulares en presencia de rastojo de maiz y se analiz6 el
valor nutricional final y parametros de fermentacion ruminal in vitro de la biomasa resultante

del tratamiento con las cepas fingicas de estudio.
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ANTECEDENTES

Los residuos de la cosecha de distintas especies plantas de relevancia agricoloa o
comercial, denominados genéricamente esquilmos, pajas, zacates, pasturas y hasta basura
agricola, desempenan un papel preponderante en los sistemas mixtos agricolas y pecuarios del
mundo. En México, el mayor volumen de rastrojo se obtiene de los cereales, principalmente del
maiz (Zea mays L.), el cual es el mas cultivado ya que constituye la base en la alimentacion de
la poblacion del pais. Su produccion anual es de 28, 250, 783 ton, creciendo anualmente un 14.4
%. Ademas, se cosecha maiz forrajero para el ganado, con una produccion de 16,164, 604 ton y
un crecimiento anual del 13.2% (SIAP, 2017). Como es logico, la cantidad de rastrojo se asocia
con la cantidad del producto cosechado (Sanchez et al., 2012) y conforme aumenta la cantidad
de grano para satisfacer la demanda alimenticia de la poblacion y el maiz forrajero usado para
el ganado, aumenta su disponibilidad (Macedo, 2000).

De acuerdo con varios autores, los distintos tipos de rastrojo tienen tres usos
fundamentales:

1. Para mejorar y conservar los suelos agricolas, ya que son la principal fuente de

cobertura del suelo en la agricultura en laderas, representando una de las tecnologias

mas efectivas para regular la humedad y temperatura del mismo, amortiguar la erosion
hidrica, y en el control de la maleza, aportando materia organica (MO) y nutrientes al

suelo (Eyhorn et al., 2002).

2. Es la materia prima para la fabricacion de textiles, papel y espesantes, siendo

utilizado también como recurso para la produccion de energia renovable como

biocombustibles (Cosgrove, 2005; Chen et al., 2013).

3. Constituyen un insumo para la alimentacién de rumiantes, ya sea en pastoreo

directo, o bien cortado, picado y empacado, suministrado como suplemento

economico en la dieta de los animales, sobre todo en tiempo de sequias (Graminha et

al., 2008).

Una de las principales limitantes para el empleo del rastrojo en algunos de los rubros
anteriormente mencionados es la estructura lignoceluldsica que compone su pared celular. Los
polimeros mayoritarios de dicha estructura son celulosa, hemicelulosa y lignina (Sun et al.,
2011). Mientras que los primeros dos son polisacaridos con diferencias en la composicion

monomeérica y de complejidad estructural, la lignina es un heteropolimero polifendlico con gran
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variacion en los tipos de enlaces de sus unidades basicas. El contenido y proporcion de estos
tres polimeros varia dependiendo de la especie vegetal, pero también dentro de una misma
especie dependiendo del tejido y el estado fenoldgico de la planta. Asi, los constituyentes
lignocelulosicos varian entre plantas herbaceas y arboreas, incluso entre especies de estos
grupos, asi como de factores bidticos y abioticos, incluyendo estrés medioambiental (Falace et
al., 2017).

En el rastrojo de maiz de variedad no identificada se reporta una composicion de 36.3-
38.4% celulosa, 23-31.4% hemicelulosa y 17.2-20.2% de lignina (Wan y Li, 2010; Saha et al.,
2016). La heterogeneidad estructural de la hemicelulosa permite desglosar el porcentaje anterior
en 18.5-24.5%, principalmente xilanos y en menor cantidad por arabinoxilanos y ménanos. Por
otra parte, el tallo estd conformado de 35 tipos de células vegetales, las cuales varian en tamaiio,
forma, posicidn y caracteristicas de la pared celular, dando como resultado una conformacion o
lignificacion diferente (Cosgrove, 2005). Adicionalmente, en plantas maduras el contenido de
lignina es mayor que en plantas juveniles; por ejemplo, el tallo del rastrojo de maiz a los 37 dias
tiene un contenido de lignina de 1.89%, mientras que a los 149 dias es de 6.39% (Amador y
Boschini, 2000).

En comparacion de otros animales, los rumiantes son los herbivoros que utilizan una
mayor proporcion de carbohidratos fibrosos de las plantas como celulosa y hemicelulosa. Esto
es gracias a la simbiosis con bacterias, hongos y protozoarios en su sistema digestivo, pudiendo
convertir estos polisacaridos en azlcares simples para usarlos indirectamente como fuente de
energia. También pueden aprovechar con mayor facilidad los carbohidratos no estructurales del
material vegetal que se encuentran en el protoplasma de la célula, como azucares simples y
almidones. Sin embargo, el principal obstaculo para el aprovechamiento de nutrientes vegetales
por parte de los rumiantes es la presencia de lignina (van Soest, 1994; Chaturvedi y Verma,
2013).

La correlacion entre la cantidad de lignina y la digestion de la pared celular de las plantas,
asi como con el parovechamiento de los demés componentes celulares en los forrajes que
consumen los animales es negativa, con un valor reportado de R?de 0.69 (Jung y Vogel, 1986).
Asi, la presencia de lignina en el material vegetal impide su colonizacion por los
microorganismos del rumen, ademas, la uniéon covalente entre la lignina y los polisacaridos

disminuye la eficiencia del ataque enziimatico microbiano a estos ultimos, por lo que también
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se afecta la utilizacion de los carbohidratos no estructurales de la planta, retardando el tiempo
que pasa el alimento en el rumen antes de pasar al omaso y abomaso, lo que repercute en
pérdidas de energia bruta (EB) para el animal (van Soest, 1994; Morgavi et al., 2010).

Entre los diferentes parametros de la fermentacion ruminal que se utilizan para evaluar
la calidad de la digestion de los nutrientes ingeridos por el animal se encuentra la medicion de
metabolitos secundarios, como la proporcion y cantidad de acidos grasos volatiles (AGV'’s), que
depende de la proporcion de microorganismos ruminales. Por otra parte, el contenido de
amoniaco (NH3-N) indica el crecimiento microbiano en el rumen, mientras que el metano (CHa)
representa la pérdida de energia hasta en un 16% (Moss et al. 2000). Estos parametros dan un
panorama completo de la eficiencia con la que se utiliza el alimento indirectamente para que el
animal pueda crear musculo, leche y satisfaga sus necesidades metabolicas basicas (Baldwin,
1984; van Soest, 1994).

En los ultimos afios se han evaluado alternativas para lograr un rompimiento efectivo de
las estructuras poliméricas recalcitrantes del complejo lignocelulésico. El objetivo de estos es
remover la lignina para dejar expuestas las moléculas de celulosa y hemicelulosa, mejorando la
digestibilidad del sustrato y obteniendo asi una conversion eficiente de energia para el animal.
Sin embargo, los procesos propuestos tienen obstaculos técnicos y econdmicos que ain no se
han resuelto del todo (Geng et al., 2014).

Los métodos para remover la lignina incluyen procesos fisicos, quimicos, fisico-
quimicos y bioldgicos, o sus combinaciones. Normalmente los tratamientos fisicos de molienda
o picado van acompanados de tratamientos quimicos que implican el uso de NaOH o NHs, los
cuales han mostrado aumento en la digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) (Liu et
al., 1999). Por ejemplo, en el caso de los tratamientos quimicos se ha observado un incremento
de un 64.67% en rastrojo de maiz sin tratar, a un 71.94 % DIVMS en el rastrojo procesado con
NHj3 (Fuentes et al., 2001). Sin embargo, la aplicacion de estos quimicos conlleva un alto riesgo
para el animal, pudiendo intoxicarlo (Sundstol y Owen, 1984). En el tratamiento bioldgico de
los residuos lignoceluldsicos para su uso en la nutricion de rumiantes se han utilizado especies
y cepas el grupo Basidiomycota, entre los que destacan los hongos de pudricion blanca (van
Kuijk et al., 2015). En dichos estudios se ha observado una correlacion positiva entre la pérdida
de lignina del material vegetal que va de un 9 a 70% y el aumento de la digestibilidad en un 10

a30% (Okano etal., 2009; Sharma y Arora, 2010; Tuyen et al., 2012; Shrivastava et al., 2012).
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Entre el principal factor para lograr la delignificacion por hongos de pudricion blanca se
encuentra un sistema extracelular de enzimas oxidativas que incluye principalmente a la lignin
peroxidasa (LiP), la peroxidasa dependiente de manganeso (MnP), la lacasa (Lac) y, de més
reciente descripcion, a la peroxidasa versatil (PV). Estas enzimas denominadas genéricamente
ligninasas o enzimas ligninoliticas, son de particular relevancia dado que por su falta de
especificidad y alto potencial redox son capaces de actuar sobre una gran variedad de
compuestos aromaticos (Kuhar y Papinutti 2014; Chen et al., 2015; Tian et al., 2012).

Entre las variables asociadas a la produccion de enzimas ligninoliticas se encuentran,
entre otras, el género y la especie fingica involucrada, ya que algunos patrones de secrecion de
las enzimas son diferentes debido a la presencia o ausencia de los genes codificantes
correspondientes. Asi, mientas que algunas especies como Phanerochaete chrysosporium
pueden producir LiP, MnP y no Lac, otras como Agaricus bisporus secretan MnP y Lac, pero
no LiP (Leonowicz et al., 1999; Erden et al., 2009; Fonseca et al., 2016; Janusz et al., 2017).
Incluso la expresion enzimatica es especifica de las caracteristicas fisiologicas de cada cepa. Por
ejemplo, en presencia de rastrojo de trigo la produccién de enzimas cambia entre especies del
género Trametes, observandose una producciéon méaxima de Lac de 995 U L', una actividad de
MnP de 5684 U L™! y una delignificacion de 31.3% en Trametes multicolor (KneZevi¢ et al.,
2016). Mientras que Trametes gibbosa no produce Lac, presenta una actividad de MnP de
5030.6 U L' y muestra una delignificacion mayor del 51.8% (KneZevié et al., 2016).

El material vegetal empleado también representa un factor de variabilidad respecto a los
patrones de actividad de las enzimas ligninoliticas, debido a las diferencias cualitativas y
cuantitativas de la estructura de la lignina entre los tipos de biomasa empleados (Songulashvili
et al.,, 2007). Otras variables como las condiciones de cultivo, particularmente la relacion
carbono/ nitrégeno (C: N), el tiempo y condiciones de incubacién y la presencia de inductores
enzimaticos organicos o inorganicos en el medio (Kirk et al., 1978; Fang et al., 2015; Knezevi¢
et al., 2016). Las variables anteriormente mencionadas influyen en el sistema de transcripcion
para la sintesis y actividad de las enzimas ligninoliticas (Collins y Dobson, 1997), ademas de
afectar otros procesos fisoldgicos en las células fungicas. Todo lo anterior contribuye a explicar
por que existen trabajos en los que se documenta una correlacion entre los altos niveles de
actividad enzimatica con los niveles de delignificacion, mientras que en otros no se presenta

dicha correlacion. Por ejemplo, Sun et al. (2011) no encuentran relacion entre el pico de
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actividad enzimatica de Lac al dia 7 con 0.8 U g! y el méximo rango de delignificacion en el
rastrojo de maiz, el cual se da después de este dia (degradaciéon maxima de 3.83% dia™!). Por
otra parte, Cilerdzi¢ et al. (2016) encuentran que la méxima produccion de Lac es al dia 14 de
incubacién con 3 000 U L' y se da a la par con una pérdida mayor de lignina (22%).

Asi mismo, la eleccion del tipo de sustrato empleado en estudios de delignificacion de
rastrojo depende en gran medida de la region geografica de interés, dada la relevancia de
distintios tipos de cultivo o la disponibilidad de sustrato entre paises y regiones geograficas. Por
ejemplo, en paises europeos se ha evaluado con mayor detalle la delignificacion fungica del
rastrojo de trigo (Tuyen et al., 2012; Rouches et al., 2016; Cilerdzi¢ et al., 2016; KneZevié et
al., 2016), debido a que es el cultivo de mayor preponderancia. En regiones como Asia se han
evaluado sustratos alternativos como el bamboo, tallos de algodon o rastrojo de arroz (Shi et al.,
2007; Okano et al., 2009; Meehnian et al., 2017), asi como algunos mas convencionales como
el rastrojo de maiz y de trigo (Sun et al., 2011; Arora y Sharma 2011; Song et al., 2013; Niu et
al., 2018). En el caso de Latinoamérica, los estudios han incluido licor de maiz fermentado,
rastrojo de maiz, paja de sorgo, paja de trigo o rastrojo de cebada (Diaz-Godinez y Sanchez,
2002; Soto- Sanchez et al., 2015; Fonseca et al., 2016, Villegas et. al., 2010, Tirado- Gonzalez
etal., 2016).

En procesos de delignificacion de biomasa vegetal se puede optar por realizar los
procesos en cultivo liquido o sumergido y la fermentacion en sustrato solido (FSS), ambos con
ventajas y limitaciones. Por ejemplo, la FSS tiene la ventaja de necesitar menos energia, ya que
el cultivo en medio liquido requiere aireacion y agitacion, mientras que el medio solido permite
una rapida difusion de oxigeno (Sun et al., 2011; Zeng et al. 2017). En nutricién animal, el
efecto de cepas de basidiomicetos sobre la digestibilidad del rastrojo se ha evaluado mediante
FSS, reportandose un aumento en la digestibilidad in vitro de 172 gkg! a 287 g kg™! cuando se
compara paja de trigo sin tratar con aquella inoculada con Phlebia brevispora, respectivamente
(Sharma y Arora, 2010). La evaluacion in vivo, muestra resultados positivos empleando FSS al
aumentar el peso en cabras un kg, con dieta que incluia paja de trigo inoculado con Ganoderma
sp.; sin embargo, los estudios presentan limitantes en los datos de digestion, parametros de la
fermentacion y ganancias de peso (van Kuijk et al., 2015).

Una desventaja adicional del tratamiento de rastrojo empleando FSS es que se ha

demostrado que los hongos consumen una proporcion de nutrientes mas accesibles que la lignina
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durante periodos tempranos de crecimiento, como los carbohidratos no estructurales de la planta
(Niu et al., 2018). En el estudio de Villegas et al. (2010), se encontré un menor valor de DIV
en la paja de sorgo tratada con hongos, disminuyendo de 53.49% en el caso del control a 43.24%
y 36.47% a 20 dias de incubacion, dependiendo de la cepa, lo que se atribuye al consumo de
celulosa, hemicelulosa o azucares simples.

Como se menciono anteriormente, los reportes sobre la induccion de enzimas
ligninoliticas y la eficiencia de delignificacion al emplear distintos tipos de residuos vegetales
o especies fungicas, muestran resultados contrastantes (Arora y Gill, 2001; Wan y Li, 2010;
Knezevi¢ et al., 2016; Songulashvili et al., 2007). Por lo que en el estudio de nuevas cepas
fingicas y/o cepas aisladas en determinadas regiones geograficas, junto con su analisis del
potencial para producir enzimas ligninoliticas y la delignificacion de un tipo de biomasa distinto
o variante vegetal regional no se debe asumir que se encontraran los mismos resultados de
estudios previos. Por lo anterior, en el presente trabajo se determiné la capacidad de cepas de
las especies de basidiomicetos silvestres de Michoacan Irpex lacteus, Ganoderma sp., T.
versicolor y Phlebiopsis sp. para producir enzimas ligninoliticas extracelulares en presencia de
rastojo de maiz (Zea Mays) y se analizo el valor nutricional final y parametros de fermentacion
ruminal in vitro de la biomasa resultante del tratamiento de rastrojo con las mismas cepas

fingicas de estudio..
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HIPOTESIS

Las cepas de hongos de interés incrementan significativamente la produccion de enzimas
ligninoliticas extracelulares en presencia de rastrojo de maiz (Zea mais) en relacion a medio de
cultivo sin el sustrato, modificando su valor nutricional y los parametros de fermentacion

ruminal in vitro debido a los cambios estructurales celulares del mismo.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad de enzimas ligninoliticas, delignificacion, valor nutricional y parametros
de fermentacion ruminal in vitro del rastrojo de maiz tratado con cuatro cepas de hongos

bacidiomicetos.

Objetivos particulares

L. Cuantificar la actividad enzimatica de Lac y MnP en cuatro cepas de distintas
especies de basidiomicetes cultivadas con rastrojo de maiz como inductor.

II. Comparar la capacidad de degradacion de lignina, celulosa y hemicelulosa del
rastrojo de maiz por parte de las cuatro cepas fungicas de basidiomicetes de interés.

I11. Determinar el valor nutricional del subproducto de la delignificacion del rastrojo de
maiz tratado con las diferentes cepas de hongos basidiomicetos

IV.  Evaluar los parametros de fermentacion in vitro del rastrojo de maiz tratado con las

cepas fungicas de interés inoculadas en medio sélido.
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MATERIAL Y METODOS

Material bioldgico

Se emplearon cuatro cepas de hongos silvestres de las especies de basidiomicetes Irpex
lacteus (cepa CMU-84/13), Ganoderma sp. (cepa CMU-02/13), Trametes versicolor (cepa
CMU-TAO1) y Phlebiopsis sp. (cepa CMU- 47/13), las cuales se encuentran depositadas en el
Cepario Michoacano Universitario (CMU) del Laboratorio de Conservacion y Biotecnologia
Microbiana del Centro Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia (CMEB) de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
(UMSNH), localizada en Tarimbaro, Michoacan, México.

El sustrato que se utilizdé como inductor de la actividad enzimatica y para evaluar su
delignificacion, fue el rastrojo de maiz (Zea mays), de variedad no identificada, obtenido de

Patzcuaro, Michoacan ubicado a 19° 30’ 59” N, 101° 36’ 35” W a una altitud de 2140 msnm.

Medios de cultivo

El agar de papa y dextrosa (PDA Difco™, USA) se empleo para preservar las cepas durante el
estudio y para la obtencion de indculos, mientras que para los ensayos en medio liquido se utilizé
el caldo papa dextrosa (PDB, Difco™, USA), prepariandose ambos de acuerdo a las
instrucciones del proveedor. El caldo de rastrojo, denominado en adelante CR, se utiliz6 para
evaluar la induccion de la actividad enzimética Lac y MnP de las cepas en rastrojo de maiz en
medio liquido. Este medio se prepard con rastrojo de maiz en base seca con un tamafio de
particula <1 mm al 6.6% (p/v) y se afadidé dextrosa al 0.5% (p/v). Todos los medios se

esterilizaron en autoclave a 120 1b/in? durante 15 min.

Obtencion de inoculos

Las cepas se mantuvieron permanentemente en crecimiento en medio de cultivo PDA a
28 °C en placas de Petri de 10 cm de didametro. Para los ensayos en medio liquido, se obtuvieron
indculos cilindricos del margen de cada colonia en fase logaritmica de crecimiento, empleando
un sacabocados de 6 mm de diametro interno. Para los ensayos de FSS, placas de Petri de 10
cm de didmetro con medio PDA se incoularon en el centro con un indculo cilindrico de las cepas
de interés obtenido de la manera previamente descrita. Las placas asi inoculadas se incubaron

a 28 °C hasta que el micelio ocup6 totalmente la caja, de tres a siete dias dependiendo de la
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velocidad de crecimiento de cada cepa de estudio (Figura 1). Una vez alcanzado este punto se
realizaron cortes diagonales y transversales a lo largo de toda la colina de micelio para obtener

fragmentos de 3 cm? (Fig.2).

Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia 7

— ‘ 0 ° ‘ o O
Irpex lacteus ‘ 0 a

Figura 1. Crecimiento del micelio de las cepas de basidiomicetes e estudio en medio agar papa dextrosa
(PDA). Las colonias en crecimiento exponencial de cada cepa se utilizaron como fuente de inoculos para los
ensayos en medios CR (Caldo de Rastrojo) y PDB (Caldo papa dextrosa), asi como para ensayos de FSS
(Fermentacion en sustrato so6lido).

Condiciones de cultivo
Ensayos de fermentacion en medio liquido

Matraces Erlenmeyer de 150 mL con 50 mL de medio PDB o CR se inocularon con
cuatro inoculos cilindricos de 6 mm de didmetro obtenidos de la manera anteriormente descrita.
Los matraces con medio asi inoculados se incubaron a 28 °C y 120 rpm en un agitador orbital
(MaxQ™ 4000Thermo) durante 10 dias. Se utilizaron cultivos control sin indculo fungico
para obtener el blanco de los ensayos enzimaticos. Todos los ensayos se realizaron por

triplicado.

Figura 2. Ejemplo de la segmentacion del micelio de las cepas de estudio para la inoculacion del rastrojo en
los ensayos de fermentacion en sustrato sélido.
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Ensayos de fermentacion en sustrato solido (FSS)

Para estos ensayos se colocaron 20 g de rastrojo de maiz en base materia seca (MS) con un
tamafio de particula entre 3 y 5 cm en frascos de vidrio de 1 L con tapon de rosca (Pyrex®,
USA). A los frascos con rastrojo se agregaron 12.5 mL de agua desionizada con dextrosa al
0.01 % (p/v) y se esterilizaron tres veces en autoclave de la manera previamente descrita. Una vez
enfriada la biomasa a temperatura ambiente, cada frasco se inoculd con los segmentos de micelio
de 3 cm? de la colonia total de una caja de Petri obtenidos de la manera previamente descrita. Los
frascos se incubaron a 28° C, en obscuridad y sin agitacion, obteniendo muestras para su analisis
alos 6, 12, 18, 24 y 30 dias de incubacion. Todos los ensayos para cada cepa de estudio se
realizaron por triplicado y se incluy6 un tratamiento control del rastrojo esterilizado e incubado

durante el mismo periodo pero sin inocular.

Determinacion de las actividades enzimaticas de Lac y MnP

Para las actividades enzimaticas en medio liquido PDB y CR, se tomaron alicuotas de 2
mL del sobrenadante cada 24 h durante 10 dias. Para los ensayos de fermentacion en sustrato
solido (FSS), a los frascos de incubacion se les adicionaron 200 mL de agua desionizada estéril
y se agitaron a 28° C y 100 rpm durante 40 min. Del agua de lavado se tomaron alicuotas de 2
mL para las mediciones de la actividad enzimatica de MnP y Lac.

La actividad de MnP se determiné de acuerdo al método modificado de Heinfling et al.,
(1998) utilizando de 500 a 5 pL del sobrenadante de las muestras de los ensayos en medio
liquido y solido (dependiendo el dia de incubacion y la cepa utilizada), previamente
centrifugado a 15 000 rpm por 10 min en una microcentrifuga con un rotor de capacidad de
24x1.5-2 Ml ClickSeal™ (Thermo Scientific, USA); midiendo mediante la formacion de Mn**-
tartrato después de dos minutos de incubacion a partir de 100 uL a 10 mM de MnSO4 usando
200 pl de buffer de tartrato de sodio (pH 4.5) y como iniciador de la reaccion 80 pl a 5 mM de
H>05 (2469=18.3 mM'em™) con un volumen total de reacciéon de 1 mL. La actividad de Lac se
determiné de acuerdo a Nagai et al., (2002), utilizando de 100 a 0.1 uL del sobrenadante de las
muestras de los ensayos en medio liquido y solido (dependiendo el dia de incubacién y la cepa
utilizada), previamente centrifugado como se explico anteriormente; midiendo la oxidacion de
100 uL a 10 mM de 2,20-azino-bis-3-ethilbenzotiazolina-6-sulfonato (ABTS) a un pH de 4.0

con 500 pL de citrato para monitorear la formacion del radicales cationicos de ABTS con un
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tiempo de incubacion de 20 min a 30° C (t420= 36.0 mM'cm'!), con un volumen total de reaccion
de 1 mL.

La actividad enzimatica de 1 U es definida como la cantidad de enzima que oxida 1
mmol de sustrato por minuto. Todas las actividades enzimaticas se determinaron a 25° C . Los
reactivos utilizados para los ensayos enzimaticos fueron adquiridos de la marca Sigma-Aldrich
(USA). Las actividades enzimadticas fueron leidas en un Espectrofotometro UV-vis (Thermo
Scientific, USA), analizadas por triplicado junto con un analisis estadistico que se describe

posteriormente

Andlisis de la composicion quimica de la fermentacion liquida

A las muestras de rastrojo provenientes de los ensayos de fermentacion en medio liquido
tratadas con las distintas cepas de interés en los dias 5 y 10 de incubacion, se les determind el
contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina, mediante el método de fibra detergente neutro
(FDN) y fibra detergente acida (FDA) de acuerdo a Van Soest et al., (1991) con modificaciones
del proveedor ANKOM vy la lignina, con fibra lignina acida (Van Soest et al., 1991).

Valoracion nutritiva de los sustratos como alimento para ganado rumiante
Analisis de la composicién quimica de la fermentacion sélida

Al residuo vegetal obtenido de los ensayos de FSS se le elimin6 el exceso de agua
mediante filtracion a través de papel Whatman No. 1 y se secd a 70 °C por 24 h. La biomasa
seca obtenida se moli¢ a un tamafio de particula <Imm y se almaceno en bolsas de plastico en
ambiente de baja humedad para su analisis posterior.

A las muestras de rastrojo obtenidas del tratamiento con cada cepa de estudio e incubada
durante 6, 12 y 18 dias, se les determiné el contenido de proteina cruda de acuerdo al método
Kjeldahl, mediante la determinacién del nitrogeno organico. Para estimar el contenido de
celulosa, hemicelulosa y lignina de las muestras se utilizo el método de fibra detergente neutro
(FDN), mientras que el contenido de celulosa y lignina se determind empleando el método de
fibra detergente acido (FDA) (Van Soest et al., 1991). En ambos métodos se aplicaron las
modificaciones del proveedor ANKOM; la hemicelulosa se calcul6 con las diferencias entre
FDN y FDA (Mertens, 1992). La lignina se determind con fibra lignina acida (Van Soest et al.,
1991).

26



Evaluacion de la produccion de gas in vitro

Para estimar la digestibilidad y fracciones de degradacion de los tratamientos en los dias
de incubacion 6, 12 y 18 en los ensayos de FSS de todas las cepas, se utilizo la técnica de
produccion de gas in vitro descrita por Goering y Van Soest (1970), sin la adicion de tripticasa.

Se incubaron 0.4 g en base seca de cada tratamiento en frascos de vidrio con capacidad
de 125 mL para cultivo, con medio de cultivo no limitante para el crecimiento de
microorganismos ruminales y liquido ruminal como agente inoculante en relacion 5:1 (v/v),
mantenido en anaerobiosis con flujo constante de CO». Se dispensaron 40 mL de este medio en
cada frasco de vidrio, sellandolos con tapdn de caucho y finalmente se incubaron a 39° C.

Para cuantificar metano (CH4), acidos grasos volatiles (AGV’s) y amoniaco, se
incubaron frascos inoculados de la manera anteriormente descrita por 24 h, con cuatro réplicas
por tratamiento. Otras cuatro réplicas se incubaron a 144 h para medir la acumulacion de gas, la
cinética de fermentacion, la materia organica (MO) y la desaparicién del sustrato. Con tal
finalidad se hicieron lecturas a las 3, 6, 9, 12, 16, 21, 26, 31, 36, 48, 60, 72, 96, 120 y 144 h de
incubacion, utilizando un medidor de presion (Delta OHM) con una sonda de presion
manomeétrica acoplado a una aguja.

El liquido ruminal para todos los ensayos se obtuvo de cuatro ovejas (Ovis aries) de raza
Assaf en ayunas, a través de canulas ruminales, las cuales tenian una alimentacion en base de
forraje y concentrado (50:50). El liquido fue filtrado por una doble capa de gasa, manteniéndolo
en termos hasta su utilizacion. Al finalizar la incubacion de 144 h, los frascos se filtraron en
crisoles y el residuo se utilizo para obtener el valor de la desaparicion del sustrato en materia
seca. Posteriormente la biomasa resultante se calcind a 550° C por 24 h, pesando el residuo y
obteniendo la materia organica (MO).

Para obtener la ecuacion de sustitucion de psi a mL, se registraron los mL obtenidos de
las presiones leidas con ayuda de jeringas y se construy6 una curva de referencia, obteniendo la

ecuacion formula: mL= 6.2202%(psi) + 0.1622 con una R? de 0.99.

Digestibilidad verdadera y aparente de la FDN in vitro
Se colocaron 0.25 g de muestra de los tratamientos en bolsas filtro F57 ANKOM vy se
sometieron a una digestion durante 24 h en una incubadora Daisy" por el método del proveedor

ANKOM, con medio de cultivo no limitante y liquido ruminal en proporcioén 5:1 (v/v) antes
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descrito. Al finalizar, las bolsas se secaron por 24 h a 70° C obteniendo el peso para calcular la
digestibilidad aparente (DIV) con la diferencia entre el peso de la muestra original y el peso al
término del secado. Posteriormente las bolsas se digirieron con FDN por una hora de acuerdo a
la técnica Van Soest et al. (1991) modificada del proveedor ANKOM, para obtener la
digestibilidad verdadera (TDIV) mediante el calculo de la diferencia entre el peso de la muestra
original y el peso después de la digestion de fibra. Con este peso también se obtuvo la digestion
de la fibra FDN (dFDN), obtenida por la diferencia del valor inicial de FDN de la muestra y el
peso después de la digestion de FDN.

Anélisis de la produccion de CH4

Se capturaron 10 mL de biogés obtenido de la produccion de gas in vitro a las 24 h, en
tubos vacutainer® de 10 mL. Para la lectura del CHj4 se utiliz6 un cromatografo de gases modelo
GC-14B Shimadzu (Japdén). Para construir las curvas de referencia y obtener la ecuacion de
sustitucion del area de metano a mL se inyectaron en el cromatografo CHy a distintos volumenes,

obteniendo la ecuacion mL= 3x107*(4rea de CH4)+1x10* con una R? de 0.99.

Analisis de produccion de Acidos Grasos Volatiles (AGV's)

Se obtuvieron alicuotas de 2 mL del sobrenadante de los frascos de la produccion de gas
in vitro a las 24 h, centrifugando a 6000 rpm por 15 min a 4° C con una centrifuga Heraeus
Multifuge X1R con un rotor modelo BIOShield 720, tomando 0.8 mL del sobrenadante y
mezclando con 0.5 mL solucion acidificante para la desproteinizacion de la muestra con
solucion de 4acido metafosforico-crotonico (0.06 g de acido crotonico y 10 g de 4cido
metafosforico en 100 mL de agua miliQ), dejando en refrigeracion por 24 h. Posteriormente se
centrifugod de la manera descrita anteriormente para colocar el sobrenadante en viales y proceder
a hacer las mediciones. Las lecturas de los AGV s se procesaron en un cromatdgrafo de gas GC-
2010 Shimadzu, que cuenta con un inyector automatico, un detector de ionizacion de llama y
una columna semicapilar TR-FFAP de 30 m x 0.53 mm x1 um (Supelco, Barcelona, Espana).
Los datos se analizaron en tiempo real con el software GCsolution version 2.30.00.

Se generd una lectura patron con concentraciones conocidas de los AGV's: acético
(49.81 mmol/L), propidnico (13.48 mmol/L), butirico (11.38 mmol/L), isobutirico (3.51

mmol/L), valérico (3 mmol/L), isovalérico (2.97 mmol/L) y caproico (1.82 mmol/L).
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Anélisis de produccion de amoniaco (NHs-N)

La cantidad de NH3 se obtuvo por colorimetria siguiendo la técnica descrita por
Weatherburn (1967) midiendo la formacién de indofenol a partir del NH3 presente en 20 puL de
muestra en presencia de fenol e hipoclorito sédico (NaClO) después de 20 minutos de
incubacion a 37° C. Las lecturas se realizaron a un A de 650 nm. Se hizo una recta patréon con

concentraciones de 50 a 600 mg/L de nitrogeno para poder sustituir los datos obtenidos.

Disefio experimental y analisis estadistico.

Todos los experimentos se disefiaron factorialmente con tres réplicas por tratamiento y
por triplicado utilizando el paquete estadistico JMP 6.0.0 (© SAS Institute Inc., 2005).
1.- Cinética enzimatica. Se realizo un analisis con estadistica descriptiva para conocer su media
y la desviacion estandar entre dias de incubacion. Se compararon los tratamientos con y sin
rastrojo de cada cepa flngica mediante un andlisis varianza (ANOVA) de una via y
posteriormente se realizd una comparacion de medias con t de Student’s, con el siguiente
modelo estadistico:

ViUt aiteijk

Donde:

vijk= Actividad enzimatica de acuerdo al tipo de cepa utilizada

u= Media de general

ai= Efecto del tratamiento (con y sin rastrojo) sobre la respuesta

eijx=Error aleatorio

Para saber el dia de mayor produccion enzimatica de cada cepa de estudio y de cada tratamiento
se realizd un analisis de ANOVA factorial con dos factores, comparando medias con la prueba
de Tukey, con el siguiente modelo estadistico:
Yijk=pHoitBitapijteijc

Donde:

vijk= La respuesta de la actividad enzimatica

pu= Media de general

a;= Efecto del dia
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Bij= Efecto del tratamiento (con o sin rastrojo)
afij= Interaccion entre dia de incubacion y el tratamiento

eij=Error aleatorio

2,3,4.-Delignificacion y digestibilidad del rastrojo. Para conocer diferencia entre composicion
de lignina, celulosa, hemicelulosa, DIV, TDIV, dFDN, acumulacion de biogas in vitro a las
144 h, metano, AGV’s y NH3-N se realiz6 un analisis ANOVA de una via, comparando las
medias con Tukey, con el siguiente modelo estadistico:
Yi=praiteik

Donde:

vijk= respuesta de porcentaje de lignina, FDA, FDN, DIV, TDIV, dFDN, acumulacién
de biogas in vitro a las 144 h, metano, AGV’s o NH3-N

u= Media de general

ai= Efecto del tratamiento (hongo con rastrojo a distintos tiempos de incubacion)

sobre la respuesta

eij=Error aleatorio
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RESULTADOS Y DISCUSION

Actividades enzimaticas en medio liquido
Lacasa

La actividad enzimética de Lac en medios PDB y CR se observo tinicamente en las cepas
de T. versicolor y Ganoderma sp. (Fig. 3). En T. versicolor la actividad se detectdé desde el
segundo dia de incubacion, en ambos cultivos. En medio PDB la méxima actividad se midio
entre el cuarto y el quinto dia de incubacion con valores de 314.96 £ 59.21 y 293.87 +44.75 U
mL!, respectivamente. La méaxima actividad de Lac de T. versicolor en medio CR se determind
entre el séptimo y el noveno dia de incubacion con 8754.62 + 697.74, 8368.83 + 1682.54 y
8685.19 £1993.19 U mL!, respectivamente. Dichos valores muestran que la maxima actividad
enzimatica de Lac en T. versicolor se increment6 27.79 veces en medio CR en relacion al medio

PDB (p<0.05).
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Figura 3. Actividad enzimatica de lacasa de T. versicolor (a) y Ganoderma sp. (b) en medios PDB y CR. Los
cultivos se incubaron a 28 °C y 120 rpm

La produccion de enzimas ligninoliticas de la cepa de T. versicolor empleada en este
trabajo ha sido previamente evaluada en medio PDB suplementado con pulpa kraft y en
presencia de CuSOs, encontrandose una actividad maxima de Lac al décimo dia de incubacion,

con 68.37 (£4.35) U mL™! (Damian-Robles et al., 2017). El contraste entre la baja actividad
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encontrada en dicho estudio y el presente trabajo muestra que los sustratos agricolas no
procesados son mejores inductores de la actividad de Lac extracelular en la cepa de estudio que
la lignina kraft.

Estudios previos documentan la actividad de enzimas ligninoliticas de T. versicolor y
otras del mismo género, cultivadas en presencia de distintos esquilmos agricolas. No obstante,
hasta donde se pudo documentar en el presente trabajo, no existen reportes previos en los que
se analice la produccion de enzimas ligninoliticas extracelulares de dicha especie en medio
liquido con rastrojo de maiz como sustrato. La secuenciacion del genoma de T. versicolor ha
generado informacion respecto a la evolucion de la degradacion de madera por dicha especie,
encontrando relacion entre la capacidad ligninolitica y la secrecién de enzimas como la LiP,
MnP y Lac (Floudas et al., 2012).

Al comparar los resultados de actividad enzimatica del presente trabajo con los de
estudios previos es importante considerar que se utilizan diferentes cantidades de indculo, la
biomasa empleada es distinta, el tiempo de incubacion en el que se realizan las determinaciones
es diferente, y en algunos el medio se suplementa con una fuente de carbono extra como glucosa,
asi como con vitaminas y minerales. Asi, en trabajos que emplean T. versicolor inoculado en
olote de maiz como sustrato se encuentran valores de Lac de 75 U L. Cuando esta misma
especie se incuba en presencia de rastrojo de cebada (Hordeum vulgare L.) la actividad de Lac
es ain mayor, con valores de 2500 a 3200 U L'!'; sin embargo, esta actividad se alcanza hasta
los dias 20 y 35 de incubacion (Moldes et al., 2004). También en T. trogii se ha visto una
actividad mayor de Lac a la encontrada en el presente trabajo, con un valor de 1262 U L en
cultivos liquidos estaticos usando rastrojo de trigo como unica fuente de carbono (Gai et al.,
2014).

En varios estudios se ha detectado la actividad de Lac en T. versicolor después del
segundo dia de incubacion (Collins y Dobson, 1997; Moldes et al., 2004), lo cual concuerda con
el presente estudio. Sin embargo, Rodriguez -Couto et al., (2002) observan que cuando T.
versicolor se inocula en rastrojo de cebada la actividad de lacasa aparece hasta el tercer dia de
incubacion con un valor de 279 U L', alcanzando un maximo hacia el dia 18 con un valor de
591 U L'!. Mientras que la incubacién de dicha especie en rastrojo de trigo, muestra actividad
de Lac desde el tercer dia de incubacion (195 U L), alcanzando un maximo hacia el dia 17 con

490 U L' (Rodriguez -Couto et al., 2002)
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Otro factor de variacion en el patron y los valores de actividad enzimatica en los ensayos
realizados con distintos tipo de biomasa, pueden ser las diferencias en los niveles de expresion
de las isoenzimas de Lac presente en T. versicolor. Por ejemplo, se ha visto que la produccion
de dos isoenzimas (Lac I y Lac II) de T. versicolor cambia dependiendo el material
lignoceluldsico en el que se incube, con proporciones de actividad entre isoenzimas (Lacl
/Lacll) de 0.9 en cebada a 4.4 en tallos de uva (Moldes et al., 2004). El nivel de transcripcion
de genes de isoenzimas de lacasa como lccl, lec2, lec3 en T. versicolor (Terron et al., 2004)
incrementa al aumentar la inclusion de cobre, nitrégeno y compuestos aromaticos (Collins y
Dobson, 1997; Terrén et al., 2004).

En Ganoderma sp. la actividad de Lac se detectd desde el primer dia de incubacion en
ambos medios de cultivo. La maxima actividad se determiné en medio CR al décimo dia de
incubacion, siendo de 4055.55 = 386.04 U mL"!, mientras que en medio PDB fue de solo 21.99
+7.07 U mL"! al sexto dia. Aunque la actividad enzimética respecto a T. versicolor fue menor,
la induccion fue mayor en Ganoderma sp., aumentando 184 veces en medio CR en comparacion
del medio PDB (p<0.05). En distintas especies del género Ganoderma se ha documentado la
actividad de Lac en medio liquido empleando distintos sustratos vegetales (Teerapatsakul et al.,
2007; Ding et al., 2012; Fang et al., 2015). Fang et al. (2015) estudian a G. lucidum incubado
en salvado de trigo (3% p/v) y harina de cacahuate (3% p/v) obteniendo una actividad de Lac
de 141.1 U mL™" al sexto dia de incubacién, menor a la determinada en el presente estudio. Sin
embargo, con cascara de pomelo (Citrus paradisi L.) se ha visto una mayor induccion de Lac,
con una produccién de 11,842.13 U L al séptimo dia, incluso utilizando bajas concentraciones
de glucosa (Ding et al., 2012)

En otros casos se documenta la produccion de Lac en cepas de Ganoderma hasta el tercer
dia de incubacidn, estas variaciones entre el presente trabajo y reportes previos dependen en
parte de la composicion del medio de cultivo, ya que en estos reportes se utilizan medios
suplementados con distintos nutrientes (Teerapatsakul et al., 2007; Elissetche et al., 2007; Fang
et al., 2015; Kumar et al., 2015). Se ha observado que la produccion de Lac en algunas cepas
de Ganoderma sp. se incrementa significativamente en presencia de compuestos aromaticos a
una concentracion de 0.5 a 1 Mm (Kuhar y Papinutti 2014; Kumar et al., 2015). Por lo anterior,
es posible que al irse liberando compuestos fendlicos durante el proceso de delignificacion, se

induzca la actividad de Lac en la cepa aqui estudiada y por lo tanto sea detectada la actividad
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de Lac desde el primer dia. Un aspecto interesante que concuerda con los resultados en el
presente trabajo es el hecho de que, en general, los valores de actividad de Lac de T. versicolor
son mayores que lo encontrados en cepas de Ganoderma sp. (Pelaez et al., 1995; Erden et al.,
2009).

El hecho de no encontrar actividad de Lac en Phlebiopsis sp. concuerda el estudio previo
de Damian-Robles et al. (2017), para esta misma cepa creciendo en PDB y pulpa kraft. También
Zokciak et al., (2008), encuentran que P. gigantea incubada en madera de pino no presenta
actividad de Lac. El analisis gendmico de P. gigantea muestra que esta especie no posee genes
que codifiquen para Lac extracelular (Hori et al. 2014), lo que explica los resultados

experimentales de diversos grupos de trabajo, incluidos los del presente estudio.

Manganeso Peroxidasa

La actividad enziméatica de MnP se observo en los dos medios de cultivo liquido
probados, para las cuatro cepas de estudio (Fig. 4).

La actividad de MnP se detectd desde el primer dia de incubacion en T. versicolor,
alcanzando su valor méaximo de 50.01+11.34 U mL"! al quinto dia en medio PDB y 1,
619.44+233.35 U mL"! en medio CR al décimo dia. Aumentando 32 veces la actividad de MnP
en medio CR en relacion al medio control. Esto es, en esta cepa se presentd una mayor induccion
de MnP que de Lac. Al igual que con la actividad de Lac en T. versicolor, se observan diferencias
significativas en el valor maximo de actividad de MnP (1,600 U mL™! en rastrojo) respecto a un
estudio previo de Damian-Robles et al. (2017) al incubar la misma cepa en pulpa kraft (150 U
mL™!). Esto puede ser debido al tipo y cantidad de isoenzimas producidas por la cepa en
presencia de rastrojo de maiz como ya se explico anteriormente. Los resultados de Knezevi¢ et
al.,, (2016) muestran enzimas con diferentes puntos isoeléctricos (pl) correspondientes a
diferentes perfiles de las isoformas de MnP en cepas de Trametes spp. en SFF con paja de trigo,
dichos perfiles se relacionan en ausencia o presencia de compuestos como p-anisidina y alcohol
veratrilico.

Entre otros factores, la variacion en los niveles de actividad de MnP puede deberse a las
concentraciones de iones divalentes en el medio, particularmente de Mn*" y Cu** (Paice et al.,
1993; Fonseca et al., 2016). Por ejemplo, en cepas de Trametes spp. se han observado

diferencias en la capacidad para secretar MnP en un mismo medio de cultivo basal, pasando de
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ser indetectable, a presentar niveles de actividad de 60.42 U mL™! al afiadir 0.2 mM de Cu?" al
medio (Fonseca et al., 2016). Estos inductores metalicos se han encontrado en fibras de la pulpa
kraft (Paice et al., 1993) y se utilizan durante la fertilizacion del cultivo de maiz (Claro-Cortes
etal., 2002), por lo que se podrian encontrar en el rastrojo aqui empleado. Schlosser et al. (1997)
miden actividad de MnP en T. versicolor al cuarto dia de incubacion empleando rastrojo de
trigo, la cual se mantiene, como en este trabajo, hasta el doceavo dia de incubacion. Este
resultado es interesante ya que no todas las cepas de basidiomicetes mantienen la activdad tantos
dias, lo que puede ser aprovechado en el disefio de fermentadores que permitan la obtencion
mantenida de esta actividad enzimatica.

La actividad de MnP en Ganoderma sp. se detectd desde el primer dia de incubacion en
ambos medios. En medio PDB la maxima actividad se registro el sexto dia de incubacion con
8.36 +2.21 U mL"!, mientras que en medio CR la méaxima actividad se registro hasta el octavo
dia de incubacion con 245 + 36.32 U mL!, no encontrando diferencias significativas desde
dicho dia hasta el décimo dia de incubacion. Asi, los valores maximos de actividad muestran
que en medio CR se presenta una inducccion de 32 veces con respecto al medio control.

Cilerdzi¢ et al. (2016) documentan una actividad de MnP de 2 500 U L' después de
diez dias de incubacion de G. lucidum en medio liquido suplementado con rastrojo de trigo. La
actividad respectiva empleando paja de roble fue de 3 500 U L. La diferencia entre las
actividades maximas de nuestro trabajo, es en parte explicable por el uso de medio de cultivo
con una composicion distinta, ademds del empleo de sustratos diferentes. En el trabajo de
Cilerdzi¢ et al. (2016) se utilizan fuentes de glucosa y suplementos minerales. En dicho reporte
también encuentran la produccion de diferentes isoformas de MnP dependiendo del residuo de
material vegetal, el dia de incubacion y el método utilizado (sumergido y SSF). Por ejemplo, en
medio liquido con rastrojo de trigo hacia el dia séptimo dia de incubacion, detectan dos
isoformas de MnP con pl’s de 46 y 5.9, mientras que en rastrojo de roble solo se detecta una
1soforma de pl 5.9. Es necesario a futuro identificar el nimero de isoenzimas presentes en la
cepa de Ganoderma sp. aqui estudiada y evaluar las condiciones de produccion de cada una de

estas, asi como su posible relacion con los niveles de actividad enzimatica leida.
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Figura 4. Actividad enzimatica de MnP en las cepas de estudio. T. versicolor (a), Ganoderma sp. (b), I. lacteus
(c) y Phlebiopsis sp. (d) en medio PDB y CR. Los cultivos se incubaron a 28 °C y 120 rpm.

En varios estudios no se ha detectado actividad de MnP en cepas de Ganoderma spp.
Por ejemplo, en G. applanatum no se encontré dicha actividad enzimatica cuando se incub6 en
maiz, salvado de soja, salvado de trigo, platano y mandarina (Songulashvili et al., 2007). Un
resultado similar se obtuvo cuando se analizé a Ganoderma australe inoculado en materiales
lignoceluldsicos como con canelo (Drimys winteri F.) y eucalipto (Eucalyptus globulus L.)

(Elissetche et al., 2007). Por otra parte la maxima actividad de Lac sobre MnP aqui
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documentada, concuerda con Elissetche et al. (2007) para otras especies de Ganoderma, quienes
observan que Lac es la mayor enzima ligninolitica producida por Ganoderma australe. Las
diferencias en los valores de actividad entre Lac y MnP para T. versicolor y Ganoderma sp.,
pueden atribuirse a factores intrinsecos de las cepas, como el tipo de isoenzimas producidas, por
factores ambientales como los metales divalentes encontrados en el medio de cultivo, o por la
estructura de la lignina del rastrojo empleado (Addleman y Archibald, 1993; Yang et. al, 2010;
Fonseca et al., 2016).

En I. lacteus la actividad enzimatica de MnP se detectd después del segundo dia de
incubacién, alcanzando un valor maximo de 9.76 = 7.56 U mL™! en PDB hacia el séptimo dia
de incubacion. En medio CR se observo un valor maximo de actividad de 34.70 £ 1.42 U mL~
el mismo dia que en medio PDB, por lo que la induccion con respecto al medio basal fue de
3.55 veces. En esta misma cepa se ha documentado previamente la ausencia de actividad de Lac
y MnP extracelular en medio basal PDB y en medio suplementado con pulpa kraft (Damiéan-
Robles et al., 2017). Como ya se comento, las diferentes cantidades de in6culo empleadas o el
medio inductor utilizado en los trabajos pueden ser el origen de estas inconsistencias observadas
en la misma cepa de estudio.

Qin et al., (2018) encuentran que I. lacteus crecido en presencia de rastrojo de maiz
presenta una actividad mixima de MnP al tercer dia de incubacién con 158 U L, lo que
concuerda con este estudio en términos de que la MnP es la principal enzima ligninolitica de
esta especie, aunque con diferencias en la actividad maxima y el tiempo en el que se alcanza.
Es importante resaltar que en dicho trabajo, cuando I. lacteus crece en rastrojo de maiz, son
cinco diferentes y Unicas las isoenzimas de MnP las que se expresan, designadas como: MnP2,
MnP3, MnP6, MnP1 y MnP4; esto en comparacion cuando crece esta cepa con la sola presencia
de glucosa, donde no son encontradas. Por otra parte, Rothschild et al., (2002) reportan la
produccion de las enzimas de Lac, Lip y MnP por I. lacteus crecido en medio con limitacion de
nitrégeno, con una maxima produccién de MnP (60 U L) en el sexto al octavo dia de
incubacion, encontrando cuatro isoezimas de MnP en el décimo dia 10, designadas MNP1,
MNP2, MNP3 y MNP4. Adicionalmente, Salvachua et al. (2013) han propuesto una secuencia
de produccion de peroxidasas extracelulares de I. lacteus que son relevantes en el proceso de
delignificacion de rastrojo de trigo. EI hongo inicia la produccion de MnP cuando se ha

consumido la glucosa presente en el medio, esta actividad enzimaética es tanto Mn dependiente
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como independiente de dicho cation. En su esquema de fermentacion de rastrojo de maiz en
medio liquido, después de una reduccion transitoria de la actividad, el hongo reinicia la
producciéon de MnP hacia la tercera semana de incubaciéon junto con un incremento
significativo de la actividad de Dye Peroxidasa (DyP), descrita como una enzima fundamental
en la delginificacion del rastrojo en I. lacteus. A futuro seria interesante corroborar si dicho
esquema de actividad enzimatica se repite con la cepa aqui estudiada y su efecto en la
delignificacion del material vegetal.

A diferencia del resto de las cepas analizadas, Phlebiopsis sp. presenta mayor actividad
de MnP en condiciones basales al compararlo con medio de rastrojo de maiz, encontrandose una
actividad maxima de 21.49 (£6.02) U mL! en medio PDB hacia el séptimo dia de incubacion,
mientras que en medio CR alcamza una maxima de 15.63 + 4.49 U mL™! hasta el decimo dia.
En estudios anteriores, la misma cepa mostr6 una actividad maxima de MnP de 75.69 + 7.94 U
mL! en presencia de pulpa kraft y practicamente el doble de actividad en medio PDB que el
aqui observado (Damian-Robles et al. 2017). Una explicacion para la mayor produccion de
actividad enzimadtica en medio PDB en relacion al medio CR en el presente estudio, asi como
para las diferencias en actividad entre el presente trabajo y el estudio previo, pueden ser los
diferentes componentes liberados en los medios de cultivo que regulen la expresion de los genes
involucrados. Por ejemplo, Hori et al., (2014), encuentra que la transcripcion de ciertos genes,
como MOX (Phlgil 120749) en P. gigantea incubado en madera de pino, juegan un rol
importante en la produccion de H2Oz. El cual se asocia a la de-metilacion de la lignina y tiene
un papel clave en la actividad de enzimas peroxidasas como la MnP. Por lo cual, se podria
evaluar posteriormente la transcripcion de este gen para cultivos con diferentes fuentes de
lignina y carbono como con rastrojo de maiz y glucosa.

La baja actividad de Lac y MnP en medio PDB en las cepas T. versicolor, Ganoderma
sp. e |. lacteus puede indicar represion catabdlica o inhibicion por la falta o presencia de algiin
componente del medio. Como ya se ha mencionado, la expresion de isoenzimas de MnP depende
de la acumulacion de especificos inductores en diferentes estados de degradacion de la lignina.
Schlosser et al., (1997) documentan que la maxima actividad de lacasa de T. versicolor cultivado
en presencia de rastrojo de trigo es al menos tres veces mas alta que la observada en medio con
glucosa. De la misma manera, la actividad y estabilidad de MnP depende de compuestos

organicos o metales en el medio como Mn**, Co* 0 Cu ?". Boer et al. (2006) encuentra que la
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concentracion de Co 2" a 5 mM aumenta la actividad de MnP, mientras que Bilal et al. (2015)
muestran que el Mn?* (20 mM) juega un rol principal en la actividad de MnP de G. lucidum,
aunque tambien hay induccion por Cu ** (20 mM). En dicho trabajo se observa que los cationes
Zn*" y Fe?" inhiben la actividad de MnP y con K™ no se tienen efectos negativos a la hora de la
lectura de la MnP. Por lo que a futuro seria interesante analizar en las cepas de estudio el efecto
de distintos cationes divalentes en las actividades de las enzimas ligninoliticas, con la finalidad

de otpimizar su produccion.

Composicion quimica del rastrojo obtenido de los ensayos de fermentacion en medio
liquido

Los valores de FDN muestran que el consumo de azucares simples en T. versicolor y
Phlebiopsis sp. es mayor al quinto dia de incubacion. Dicho consumo disminuye al décimo dia,
lo que se refleja en una disminucion en los valores de FDN (Tabla 1). El patrén de consumo de
azucares y valores de FDN en Ganoderma sp. es el opuesto al de las dos especies anteriores, en
los dos periodos de incubacion medidos. En I. lacteus se mantiene el mismo consumo de
azucares simples durante todo el periodo de incubacion. La mayor pérdida de lignina en el
rastrojo evaluado es con las cepas de |. lacteus y Ganoderma sp. al décimo dia de incubacion,
con valores de disminucion respecto al control de 48.27 al 52.09%, respectivamente (Tabla 1).

En el décimo dia de incubacion la actividad de Lac en T. versicolor disminuy6 después
de alcanzar su maximo al quinto dia, mientras que la de MnP se incrementa después del mis
periodo (Fig. 5). En el analisis de la fibra entre esos dos dias de medicion se observa una
disminucién del contenido de lignina, relacionado con el aumento de Lac, una disminucion de
MnP y una menor utilizacion de carbohidratos no estructurales. Estos resultados concuerdan
con reportes para otras cepas del género, en los que la Lac se ha documentado como la enzima
predominante en procesos de fermentacion sumergida relacionados con la pérdida de lignina en
distintos sustratos vegetales. Sin embargo, en el presente estudio se observan mayores
porcentajes de delignificacion en un menor tiempo de incubacion. Por ejemplo, T. trogii muestra
una delignificacion del 21% del rastrojo de trigo, solo después de 20 dias de incubacion (Gai et
al., 2014). En el caso de T. gallica la pérdida de lignina provocada en turga (material organico

vegetal) es de 5.5 % después de 25 dias de incubacion (Hong et al., 2012).
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Tabla 1. Composicién quimica de la pared celular del rastrojo de maiz tratado con
diferentes basidiomicetos después de 5 y 10 dias de incubaciéon en medio liquido.

%

. Dias de
Especie ) .
incubacion FDN FDA AL
control B 60.35° 33.56° 52.322
] 5 77.27° 45.27° 38.2°
T. versicolor
10 69.774 43.73¢ 300
5 66.08°¢ 39.55¢ 37.50°
Ganoderma sp.
10 71.374 41.83°¢ 25.07¢
5 67.51¢ 40.92° 31.38
I. lacteus
10 66.24¢ 38.49°¢ 27.06°
o 5 70.54¢ 42.46° 38.05°
Phlebiopsis sp.
10 66.27¢ 39.27¢ 31.38%

abedDiferencias estadisticamente significativas entre columnas (P<0.05). FDN, Fibra
detergente neutro; FDA, Fibra detergente acido; AL, Lignina.

En Ganoderma sp. el incremento de las actividades de Lac y MnP corresponde a un
incremento en el consumo de lignina entre los dias de medicion comparados (Fig. 5). En
contraste con los resultados obtenidos en el presente estudio, Kuhar y Papinutti (2014) muestran
una correlacion negativa al aumentar la actividad enzimatica de Lac y la reduccion en la
utilizacion de azticares simples en Ganoderma sp. Mientras que en I. lacteus la disminucion del
contenido de lignina se relaciona a una menor actividad de MnP (Fig. 5). Resultados similares
se observan en fermetacion en medio s6lido con rastrojo de maiz inoculado con I. lacteus,
reportandose una pérdida de lignina 25.48% a los 21 dias de incubacion. Al adicionar 0.01 mM
gl de Mn>" se observa un aumento de 59.88% en la delignificacion (Song et al., 2013), lo cual,
como ya se abordd anteriormente, podria influir en la actividad de MnP y a su vez en un

incremento en la delignificacion.
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Figura5. Actividad enzimatica de MnP y Lac y la relacion de componentes celulares del rastrojo de maiz inoculado
con T. versicolor (a), Ganoderma sp. (b), I. lacteus (c) y Phlebiopsis sp. (d) en medio CR. FDN, Fibra Detergente
Neutro; CNE, Carbohidratos No Estructurales; MnP, Manganeso peroxidasa.

En Phlebiopsis sp. se presenta una disminucion en el contenido de lignina asociado a

una mayor actividad de MnP (Fig. 5), y es interesante resaltar que aunque la actividad de MnP

de esta cepa es menor en comparacion de las demds cepas analizadas, muestra una

delignificacion considerable. La informacion sobre la produccion de enzimas ligninoliticas y la

delignificacion en Phlebiopsis spp. es limitada, pero la observacion anterior concuerda con la

falta de correlacion entre las actividades de enzimas ligninoliticas y la pérdida de lignina

mostrada en I. lacteus (Salvachua et al., 2013). Esto puede explicarse parcialmente por el hecho
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de que aparte de las tres enzimas ligninoliticas aqui medidas, otras enzimas oxidasas también
participan en la delignificacion de la biomasa vegetal, asi como mediadores y radicales libres
(Leonowicz et al., 1999).

Como se menciond anteriormente, es importante considerar que la pérdida de lignina
estd asociada con diversos factores como la cantidad de indculo fungico utilizado, la naturaleza
del material vegetal, la acidez del medio, la cantidad de nutrientes disponibles como minerales,
vitaminas o azucares, el tamafo de particula de la biomasa, proceso al que es sometido
previamente el material vegetal. Kirk et al. (1978) evaluaron diferentes parametros en la
delignificacion de lignina sintética inoculada con P. chrysosporium, observando que un pH entre
4 y 4.5 la conversion de de lignina a CO> fue mayor (37-38%), que con pH de 3 o de 6 (3-8%).
Ademas, encontraron que los carbohidratos como la glucosa (0.56 mM) y celulosa ayudan a la
descomposicion de la lignina en un 38 a 41%. Por Ultimo, mostraron que era mas importante la
concentracion que el tipo de fuente de N, siendo 2.4 mM de N la concentracidon necesaria para
incrementar la actividad enzimatica y con ello la delignificacion.

Baker et al. (2015) encontraron que al crecer Ceriporiopsis subvermispora en
Miscanthus sp. previamente refinado a una presion de 6 bar, las pérdidas de lignina aumentan
mostrando proporcion celulosa/lignina de 1.2/0.7), mientras que la biomasa tinicamente molida
sin tratemiento fngico presenta una proporcion celulosa/lignina de 1.2/0.9. Gupta y Kumar
(2018) observaron un efecto en el crecimiento micelial de 8% de G. lucidum y la produccion de
Lac que aumenta de 801.2 a 1989.4 U L', cuando el medio contiene 42% de azticares insolubles
y 36% de solubles de rastrojo de trigo. Aunque el efecto individual de estos nutrientes no esta
del todo claro, por lo que se requieren mas estudios en ses sentido.

Actividad enzimatica en ensayos de fermentacion en sustrato sélido (FSS)
Lacasa

En los ensayos de FSS Ganoderma sp., present6 la maxima actividad de Lac después de
18 dias de incubacion, con un valor de 1 586.57 = 698.71 U mL™! (Fig. 6), mientras que la
maxima actividad enzimatica en T. versicolor fue al sexto dia con 480.78 + 47.10 U mL"',

mostrando otro pico de actividad en el dia 30, con 301.85 + 63.86 U mL™..
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Figura 6. Actividad enzimatica de Lac de T. versicolor y Ganoderma sp. inoculado con rastrojo de maiz en medio
so6lido. Los cultivos se incubaron sin agitacion a 28 °C.

Al convertir los datos obtenidos de UmL! a U g! (datos no mostrados) en T. versicolor
se obtienen dos picos de actividad de Lac, los dias 6 y 30 con 34.58 +3.38 y 40.59 +14.06 U g’
!, respectivamente. Dichos valores concuerdan con el estudio de Zeng et al. (2017), quienes
analizan diferentes residuos de cosecha inoculados con T. versicolor en medio soélido,
encontrando la maxima actividad de lacasa al dia 10 con rastrojo de maiz (32.09 U g'!), mientras
que con paja de arroz obtienen una menor actividad, de 22.25 U g'!. La diferencia en la actividad
se atribuye principalmente a la fuente de carbono utilizada para la induccion, o sea, al material
vegetal utilizado (Knezevi¢ et al., 2016). En T. hirsuta la Lac juega un rol principal en la
delignificacion de rastrojo de maiz, teniendo un pico de actividad al dia 7 (0.8 U g'!) en ensayos
de fermentacion en sustrato solido con una pérdida de lignina de 14.95% (Sun et al., 2011), y
aunque menor la actividad de Lac que en el presente estudio, es mayor la delignificacion.
La maxima actividad de Lac en Ganoderma sp. es de 140 U g'! al dia 18 de incubacién, mientras
que, como se menciond anteriormente, T. versicolor tiene su pico al dia seis con 34.58 U g
Nuestro trabajo muestra similitudes con los resultados reportados por Kuhar et al. (2015),
quienes estudian G. lucidum y T. versicolor inoculadas en aserrin de alamo en ensayo de FSS,

encontrando que al dia 14 de incubacion la actividad de Lac es mayor en G. lucidum (2.24 U g
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1) respecto a T. versicolor (0.86 U g' ). No obstante, como se observa, las actividades
enzimaticas son mas altas en este trabajo. No obstante, se han documentado valores de actividad
de Lac hasta de 2 400 U g'! cuando Ganoderma sp. se inocula en rastrojo de salvado, e
incrementos hasta un valor de 10 050 U g-! al adicionar extracto de levadura y almidén al ensayo
de FSS (Revankar et al., 2007).

El contraste de trabajos anteriores con los resultados obtenidos en este estudio debe de
considerar, nuevamente, las caracteristicas genéticas y bioquimicas de las cepas utilizadas, la
composicion del material vegetal y las relaciones de lignina/celulosa/hemicelulosa, entre otros
factores. En particular, es interesante considerar la posibilidad de que la cepa de Ganoderma
Sp. exprese varias isoenzimas diferencialmente, dependiendo de las condiciones de cultivo. Por
ejemplo, con G. applanatum inoculada en rastrojo de avena o trigo, induce la expresion de dos
isoformas de Lac de29 y 40 kDa respectivamente (Cilerdzi¢ et al., 2016). En G. lucidum se ha
observado la produccion de cuatro isoformas de Lac (dos con pl de 4.6 y dos de pl de 3.6)
cuando se cultiva en presencia de rastrojo de trigo con fuentes de nitrégeno inorganico, NH4NO3
y (NH4)2S04, pero solo aparecen dos isoenzimas (pl 3.6) en medio suplementado con peptona
como fuente de nitrogeno (Staji¢ et al., 2009). En este aspecto, seria interesante analizar el tipo
de isoenzimas producidas al inocular la cepa de Ganoderma sp. aqui analizada con fuentes ricas
en azucares simples y otros nutrientes como nitrogeno en medio sélido. Esto podria inducir la

expresion de diferentes isoenzimasde Lac e incrementar el proceso de delignificacion.

Manganeso Peroxidasa
La cepa de T. versicolor present6 la maxima actividad enzimatica de MnP el dia 12, con

un valor de 39.23 + 1.66 U mL!, mientras que en Ganoderma sp. la méxima actividad se
observo al dia 18, con 18.75 (+ 7.15) U mL™! (Figura 7). La maxima actividad enzimatica en
Phlebiopsis sp. se registrd el dia 24, siendo de 2.72 (£0.66) U mL™), y en el caso de I. lacteus
no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los dias de incubacion y la acividad de
MnP.

Es necesario resaltar que los valores de actividad enzimatica de Lac y MnP fueron
menores a los encontrados en medio liquido, evidentemente como consecuencia de las
diferencias en la de cantidad de material vegetal inoculado, cantidad de inoculo, y en el hecho

de que en los ensayos de FSS no hay fuente extra de carbono como la dextrosa. Ademas, las
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diferencias de aereacion, agitacion y toma de alicuotas para los ensayos enzimaticos entre los
dos métodos de cultivo también son un factor importante a cosndierar. Por lo anterior, es

importnate tener en mente dichas diferencias en las comparaciones siguientes.

— NN W W b A
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Actividad enzimatica (U mL")
=

6 12 18 24 30
Tiempo de incubacion (dias)

B T. versicolor Z!Ganodermasp. MI.lacteus LiPhlebiopsis sp.

Figura 7. Actividad enzimatica de MnP de T. versicolor, Ganoderma sp., I. lacteus y Phlebiopsis sp. inoculados

con rastrojo de maiz en medio solido. Los cultivos se incubaron a 28 °C.

Los patrones de actividad de lacasa y MnP en la cepa de T. versicolor aqui estudiada
concuerdan con los documentados por Nasir et al., (2011), quienes al inocular a la cepa en
rastrojo de trigo, arroz y de maiz, registran primero mayor actividad de MnP y posteriormente
de lignin-peroxidasa (LiP) y Lac. También, los resultados de actividad de MnP aqui obtenidos
concuerdan con Cilerdzi¢ et al. (2016), quienes documentan una mayor actividad enzimética
en medio liquido respecto al cultivo en medio solido cuandio crecen a G. applanatum en
rastrojo de trigo y de avena. También encuentran diferencias en la induccion de dicha enzima
de acuerdo al material vegetal, siendo el rastrojo de avena la mejor fuente de carbono para la
induccion de MnP. Por otra parte, Bilal et al. (2015) encontraron una mejor induccion de MnP
al inocular G. lucidum con salvado de trigo a un 50% de humedad, un pH de 5.5 y una
temperatura de 30 °C, y suplementando el medio con 2% de glucosa, 0.02% de nitrogeno y una
proporcion C:N de 25:1. Ademas, un incremento en la actividad enzimatica ligninolitica y la

consecuente degradacion de la pared celular del rastrojo puede manifestarse por la presencia de
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iones metalicos en el rastrojo, como de Cu?’, Zn*" y Co®" a concentraciones de 10 mM, pero
varia dependiendo de la capacidad de la especie de hongo ligninolitico para absorber los iones

metalicos presentes en el sustrato (Zeng et al., 2017).

Composicion quimica del rastrojo residual obtenido de los ensayos de fermentacion en
sustrato solido.

La composicién quimica de la biomasa vegetal vegetal varia significativamente debido
a cambios en la pared celular incluso en la misma especie de planta, ya que hay modificaciones
en la sintesis y union o posicion de los polisacaridos que la conforman, regulados por cientos de
genes que codifican enzimas biosintéticas (ej. glicosiltrasferasas) que responden a procesos
dindmicos ante factores abidticos y bidticos, para que la planta pueda desarrollarse de manera
adecuada (Burton et al., 2010; Dhugga, 2012;Verbanc¢i¢ et al., 2017).

La composicién de la pared celular del rastrojo de maiz aqui empleado sin tratamiento
fungico (Tabla 2) es similar a la reportada por Tirado-Gonzalez et al. (2016), quienes al analizar
cuatro especies de rastrojo de maiz hibrido obtienen un porcentaje de FDN de 66 a 71%, para
FDA de 44 a 50%, para lignina de 4.6 a 7% y de 37 a 39% y de 21 a 25%, para celulosa y
hemicelulosa, respectivamente. Estos niveles son distintos a los reportados en otros estudios en
los que se analizan rastrojos de variedades de maiz cultivados en diferentes regiones
geograficas, obteniendo porcentajes de lignina de 13.65%, y de celulosa y hemicelulosa del
26.34 y 46.31%, respectivamente (Sun et al., 2011).

La inoculacion de las cepas fungicas en el rastrojo de maiz genera cambios en las
proporciones de los componentes quimicos de la pared celular, con un “aumento” en los
porcentajes de FDN, FDA, hemicelulosa y lignina, y una disminucion en el contenido de
proteina cruda (Tabla 2), en comparacion con el rastrojo sin tratar. Esto como resultado de la
modificacion en la concentracion de los componentes celulares de material vegetal. En cuanto
al contenido de proteina cruda, los porcentajes aqui encontrados concuerdan con el reporte de
Dias-Godinez y Sanchez (2002), quienes trabajando con Pleurotus ostreatus inoculado en
rastrojo de maiz no encuentran cambios en el valor de dicho parametro hacia el octavo dia de
incubacion.

La pérdida de material seca de rastrojo de maiz inoculado con las cepas va de 21% a

37%, lo cual puede explicar este “aumento”, ya que hay un consumo de carbohidratos no
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estructurales de la planta como los azlicares simples y almidones (Tabla 3). A los seis dias de

incubacion las cepas fungicas de estudio consumen dichos carbohidratos en la misma

proporcion que los carbohidratos fibrosos y despues del dia 12 empiezan a consumir en mayor

medida la FDN (celulosa y hemicelulosa). Contra lo esperado, se observaron bajos porcentajes

de pérdida de lignina, siendo maxima para Ganoderma sp. con un valor de 2.29 % en el dia 18.

Los datos de fibra aqui obtenidos concuerdan con Tuyen et al. (2012) al analizar paja de trigo

tratada con G. lucidum y T. versicolor, encontrando que la composicion a los 42 dias de

incubacion es de 80% y 68 % de FDN y 52% y 44% de FDA, respectivamente; valores similares

o idénticos a los del material vegetal sin tratar, con 80% de FDN y 51% de FDA.

Tabla 2. Analisis quimico del rastrojo de maiz tratado con distintas cepas de hongos basidiomicetes.

Pérdida gkg' de MS
Cepa Dias de de MS* CNE** PC (%)
inoculacion FDN FDA
(%)

Control 0 326.01* 673.99* 383.212 542 5.75%

6 28 132.94¢ 867.06"° 506.11% ggcde 3,40

T. versicolor 12 35 242.07%  757.93% 456.07¢ 76%4  4.66°
18 37 258.27° 741.73¢ 431.67°¢ 74¢ 4.67%

6 26 153.891 846.11% 502.57 bed 804 3.10f

Ganoderma sp. 12 27 151.821 848.18b¢ 528.45° 97° 3.20"
18 31 211.61¢ 788.39¢f 463.20% g2ede 4 (5¢de

6 29 201.47 % 798.53¢% 465.45 ode 850cd 4.4
I. lacteus 12 30 152.29 "¢ 847.71b¢ 504.63 b4 g7bd 3,664l

18 33 218.69 781.31¢f 455.16° 79¢de 4.92°

6 11 224.68%4  775.32¢°f 459.40° 78¢cde 420
Phlebiopsis sp. 12 15 168.61° 831.39« 503.23 bed g9be  3,53def
18 21 219.68% 780.32¢f 459.86 ¢ 77% 5.08:®

abedele Diferencias estadisticas entre columnas (P<0.05). *MS, Materia seca; ** CNE, Carbohidratos

No Estructurales. FDN, Fibra Detergente Neutro; FDA, Fibra Detergente Acido; AL, Lignina; PC,

Proteina Cruda.

Los resultados del presente estudio muestran que la delignificacion es considerablemente

menor a la de algunos reportes previos, en los que se documentan pérdidas de lignina de
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diferentes esquilmos agricolas de 13% hasta 70% cuando se inoculan con T. versicolor en
ensayos de fermentacion en sustrato solido (Wan y Li, 2010; Aroraetal., 2011; Sunetal., 2011;
Gai et al., 2014; Cilerdzi¢ et al., 2016). No obstante, existen otros trabajos en lo que la
delignificacion de rastrojo de maiz es de 1%, de manera similar a lo aqui encontrados, como en
el caso de Ganoderma lobatum (Saha et al., 2016). Para G. applanatum hay reportes de pérdidas
de lignina del 13.5% al séptimo dia de incubacion, incubado en rastrojo de trigo (Cilerdzi¢ et
al., 2016). Todos estos datos demuestran lo importante que es buscar la mejor relacion
cepa/material vegetal (Saha et al., 2016), con la finalidad de obtener resultados de
delignificacion 6ptimos en rastrojo.

La pérdida de materia seca, de carbohidratos no estructurales de hasta el 19% 1y la baja
delignificacion obtenidas en este trabajo (Tabla 3) pueden estar relacionadas con el hecho de
que no se utilizé ninguna fuente de carbono adicional que estuviera disponible para las cepas
fungicas de estudio. En ese sentido, Niu et al. (2018) encuentran que los hongos consumen una
proporcion de nutrientes mas accesibles que la lignina durante las etapas iniciales del

crecimiento, como los carbohidratos no estructurales de la planta.

Tabla 3. Pérdida de componentes celulares del rastrojo de maiz inoculado con hongos basidiomicetos a distintos

tiempos.
Cepa Dias de Pérdida de Pérdida en %
inoculacién  MS* (%) NSC** FDN FDA Lignina
T. versicolor 6 28 19.31 22.67 11.48 1.07
12 35 9.55 31.48 14.36 1.09
18 37 6.92 34.53 7.46 1.28
Ganoderma sp. 6 26 17.21 21.32 10.71 1.71
12 27 16.51 22.50 11.89 2.19
18 31 11.44 27.67 12.82 2.29
I. lacteus 6 29 12.45 25.65 11.94 2.20
12 30 17.04 25.12 12.67 2.21
18 33 10.57 29.60 6.74 1.18
Phlebiopsis sp. 6 21 10.97 18.65 8.57 1.47
12 24 15.74 20.22 10.18 1.82
18 25 11.69 21.99 10.11 1.70

abedete Diferencias estadisticas entre columnas (P<0.05). *Materia seca, ** Carbohidratos no estructurales, FDN

(Fibra Detergente Neutro), FDA (Fibra Detergente Acido)
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En el presente estudio se encontr6 una pérdida de masa similar a la documentada en
rastrojo de trigo tratado con G. adspersum (12.6%) y T. suaveoleus (20.5%), después de doce
dias de incubacion y con adicion de 200 mg g de glucosa en el medio (Rouches et al. 2016).
Sin embargo, es importante evaluar con precaucion en la cantidad de azlcares simples que se
adicionan al ensayo, ya que hay una correlacion negativa con la delignificacion cuando se
excede cierto umbral (R?0.99). En este sentido, Wu et al., (2005) mencionan que la cantidad
optima para mejorar la delignificacion es de 1 g L' de glucosa, ya que como se menciond
anteriormente, promueven el crecimiento del hongo. Aunque en G. lucidum se ha observado que
la adicién de glucosa 20 g L' constituye una concentracion adecuada de fuente de extra de
carbono, incrementando incluso, la actividad de Lac (Ding et al., 2012).

Como ya se ha comentado anteriormente, las variaciones en los valores de pérdida de
MS vy lignina también se encuentran estrechamente asociadas a la especie/cepa fungica
empleada, la especie y variedad de material vegetal utilizado y los dias de incubacion para el
tratamiento fingico. También se han comentado ya otro tipo de variables entre los ensayos de
la literatura como las condiciones de incubacion, la humedad, la temperatura, el tamafo de
particula del sustrato e incluso la proporcion sustrato/indculo de micelio utilizado. En este
ultimo caso, es necesario tener en cuenta que, los hongos utilizan ademas de la lignina, celulosa,
hemicelulosa o carbohidratos no estructurales como fuente de carbono y energia,
particularmente en la fase de crecimiento micelial. Lo cual se da por el rompimiento
primordialmente de enlaces covalentes tipo éter o éster entre la hemicelulosa y la lignina,
incrementando asi la solubilidad o accesibilidad a los polisacaridos (Krause et al., 2003;
Hatakka, 2005; Yang et al., 2010; Gaitan-Hernandez et al., 2011).

En el presente estudio no se encontr6 una relacion entre la actividad de enzimas
ligninoliticas de las cepas de estudio y los valores de delignificacion del material vegetal, lo que
concuerda con el reporte de Kuhar et al. (2015) quienes después de 14 dias de incubacion
encruentran valores de delignificacion altos por parte de G. lucidum (30%) y T. versicolor
(42%), pero una actividad de lacasa baja, de 2.24 y 0.86 U g'! respectivamente. Los autores
comentan que posiblemente tiempos de incubacién mas prolongados les hubieran permitido

establecer una relacion positiva entre estos paramentros.
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Las pérdidas de lignina reportadas previamente (Saha et al., 2016) para I. lacteus
(46.7%) son mayores a las encontradas en la presente investigacion. Se han analizado también
cambios estructurales que sufre el rastrojo de maiz a los 15 dias de incubacion con I. lacteus,
encontrando la produccion de grupos hidroxil alifaticos y la ruptura de uniones carbono de -
57, 5-5"y C=C de grupos coniferoles (Yang et al., 2010).

A la fecha no se ha reportado la delignificacion de subproductos de la cosecha de granos
por parte de especies del género Phlebiopsis, por lo que sin duda alguna representa un area de
investigacion para la optimizacion de proceso de tratamiento de forrajes con especies y cepas

del género.

Fermentacion ruminal in vitro
Produccion de gas

Al analizar la produccion de gas in vitro por parte de la microbiota del rumen del material
vegetal tratado y no tratado con las cepas flingicas, se encontr6 que el rastrojo control sin tratar
present6 la maxima produccion de gas a las 144 h (Figura 8), con una acumulacion de 136.1
mL. Al comparar el rastrojo inoculado con las cepas fungicas de interés, la maxima produccion
de gas se present6 en el material inoculado con T. versicolor a los 6 dias de incubacion, con
113.35 mL; mientras que la menor produccion se registr6 en el material inoculado con
Ganoderma sp. a los 12 dias de incubacion, con 86.59 mL. Hasta donde se document6 en este
estudio, el presente es el primer trabajo en el que se reportan datos respecto a la fermentacion
ruminal in vitro del rastrojo de maiz tratado con I. lacteus, Ganoderma sp. y Phlebiopsis sp.; sin
embargo, es interesante contrastar los datos aqui generados con los reportes previos de
tratamiento vegetal con sidtintas especies fungicas.

Tuyen et al. (2012) no encuentran diferencias significativas en la produccion de gas in
vitro al comparar el rastrojo control sin tratar con el material resultante de tratar paja de trigo
con once diferentes cepas de hongos, incluidas de G. lucidum y T. versicolor. Por lo anterior,
los autores que concluyen que la cantidad de monoazucares liberados por las cepas fungicas
empleadas es pequefia, lo que no es suficiente para estimular a la microbiota ruminal.
Alternativamente, se ha documentado que la biomasa resiudal del tratamiento con los hongos
contiene compuestos organicos liberados por el proceso de delignificacion que inhiben a las

bacterias ruminales, como el 4cido ferulico y el dcido p-cumarico (van Soest, 1994). Estos dos
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factores pueden explicar porque en el presente trabajo el rastrojo tratado con hongos genera

menos gas que la biomasa control sin tratamiento fingico.
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Figura 8. Produccion de gas in vitro a 144 h de los tratamientos de rastrojo de maiz con hongos de pudricién
blanca. ** Diferencias estadisticamente significativas entre cinéticas (P<0.05).

En contraste con nuestros datos y otros reportes, Shrivastava et al. (2012) documentan
un incremento en la produccion de gas de rastrojo de trigo inoculado con Ganoderma sp. a los
5, 10 y 15 dias de incubacion, en comparacion con la paja trigo sin tratar. Esto puede explicarse
parcialemente por el hecho de que los contenidos de FDN y lignina disminuyen
significativamente cuando se incuba el material con el hongo en relacidn al rastrojo de trigo sin
tratar. La concentracion de dichos componentes se ha correlacionado negativamente con la
fermentacion ruminal, incluyendo los procesos de produccion de gas, la digestibilidad, el

metano, AGV’s y amoniaco.
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Digestibilidad aparente (D1V), verdadera (TDIV) y de la FDN (dFDN) in vitro.

El aumento relativo en el contenido de FDN del rastrojo tratado con las diferentes cepas
fungicas afecta significativamente la digestibilidad de manera negativa, encontrando una
disminucion en ésta, que va del 15 al 25% (Tabla 4) en relacion al rastrojo control. Los datos
generados concuerdan con el estudio de Villegas et al. (2010) quienes encontraron un menor
valor de DIV en la paja de sorgo tratada con hongos, disminuyendo de 53.49% en el caso del
control a 43.24% y 36.47% a 20 dias de incubacion, dependiendo de la cepa. Dicha observacion
puede ser atribuible, al consumo de nutrientes durante el tiempo de crecimiento del hongo. En
trabajos de rastrojo de maiz tratado con CaO, se ha observado que el porcentaje de pared celular
aumenta, y aunque no se observan cambios en los patrones de AGV’s (acetato y propionato) al
bajar el pH debido a la naturaleza del CaO, disminuye la digestibilidad a valores entre 19 a 15.2
MS kg!, en relacion al rastrojo sin tratamiento quimico (Cook et al., 2016). En dicho estido
tampoco se observa un aumento en el potencial de utilizacion de los polisacaridos como celulosa
y hemicelulosa, conocido como pbFDN, lo cual coincide con los datos aqui presentados. En

este sentido, las modificaciones en la fermentacion ruminal se abordaran mas adelante.

Tabla 4. Digestibilidad aparente (DIV), verdadera (TDIV) y de la FDN (dFDN) de los tratamientos de

rastrojo de maiz con hongos de pudricion blanca a 24 h de incubacion en base seca (MS).

Dias de gkg' de MS
Cepa ) )
inoculacion DIV DIVMS dFDN
Control 394% 486% 160?
6 115° 231¢d 9gabe
T. versicolor 12 1580 295bed 52be
18 176 305b° 47°¢
6 204be 278bed 1242b
Ganoderma sp. 12 147°¢ 238 863
18 148be 27(Qbed 58be
6 171be 265bed 63be
I. lacteus 12 120b¢ 2214 692be
18 149be 258¢d 39¢
6 169b¢ 276b<d 52be
Phlebiopsis sp. 12 147% 248 79z2be
18 219¢ 3340 1142be

abedDiferencias estadisticas entre columnas (P<0.05).
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En contraste con los resultados de este trabajo, otros autores encuentran un aumento en
la digestibilidad de rastrojo de trigo inoculado con Ganoderma sp. (Shrivastava et al., 2012), y
con para el tratamiento con Phlebia sp. se ha documentado un aumento de digestibilidad de un
valor de 172 g kg™! para el control a 287 g kg! (Sharma y Arora, 2010). Esto esta relacionado
con la disminucion significativa de la lignina, incrementando asi el valor nutricional del material

inoculado (Sharma y Arora, 2010; Shrivastava et al., 2012; Soto-Sanchez et al., 2015).

Produccion de Metano, AGV’'s y Amoniaco (NHs-N)

El analisis realizado mostré6 que no hubo cambios estadisticamente significativos
(P>0.05) en la produccion de NH3-N en el rastrojo tratado con hongos en relacion al control sin
tratamiento. La maxima produccion de gas a las 24 h de incubacion fue en el rastrojo sin tratar,
mientras que la menor fue en el rastrojo tratado con I. lacteus a los 18 dias y con Ganoderma
sp. a los 12 dias de incubacion (Tabla 5). La maxima proporcion de metano respecto a la
produccion de gas fue en el material vegetal inoculado con Ganoderma sp. después de 18 dias
de incubacion e |. lacteus a los seis dias. El menor valor de proporcion de metano se encontrd
en rastrojo sin tratar, aunque no corresponde a la mayor produccién neta obtenida de este gas a
24 h de cultivo, el cual se obtuvo (P<0.05) para los tratamientos de 6 dias de incubacién con I.
lacteus, Phlebiopsis sp., T. versicolor y a los 18 dias con Ganoderma sp.

La produccion de AGV'’s, especificamente de acidos acético y propionico, fue mayor en
el rastrojo control sin tratamiento fungico (Tabla 6). La proporcion de acetato fue mayor en el
rastrojo tratado con |I. lacteus después de 18 dias de incubacion (P<0.05), mientras que las
proporciones del resto de AGV’s no mostraron diferencias estadisticas significativas (P > 0.05).
De acuerdo a varios autores, para tener un crecimiento de bacterias adecuado, la produccion de
NH;3-N tiene que ser 50 a 190 mg L' (Boniface et al., 1986; Silva et al., 2014). Aunque en el
presente estudio se presentan dichos valores, Krebs y Leng (1984) mencionan que para el
desarrollo de bacterias celuloliticas se necesita una produccion de 220 mg L' de NH3-N, por lo
que tal vez aqui no se generd una poblacion suficientemente numerosa de este tipo de bacterias

para utilizar la celulosa del medio. Algo que debe analizarse en un estudio proximo.
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Tabla 5. Acumulacion de gas, produccion de metano y amoniaco (NH3-N) del tratamiento de rastrojo de

maiz con distintas cepas de basidiomicetes después de 24 h de incubacion.

Dias de NH;3-N Metano Metano/AGV's Proporcion
Cepa ) ] Gas (uMol)
inoculacion ~ (mg L") (uMol) (mol/mol) metano
s/n s/n 168.02 2402.62* 195.07% 0.18 32.79°
T. versicolor 6 140.70 1559.56 279.76* 0.53 54.49
12 154.25 1261.77 220.80% 0.60 45.59
18 141.41 1319.56 223.31%® 0.52 45.54
Ganoderma sp. 6 140.78 1534.40 257.13% 0.48 50.24
12 159.41 1164.54¢ 218.74% 0.68 46.10
18 135.07 1404.54 214.02* 0.40 57.44°
I. lacteus 6 143.13 1557.52 286.36" 0.52 55.81°
12 165.60 1341.31 173.07% 0.41 35.52
18 196.13 1232.53¢ 216.41% 0.57 44.96
Phlebiopsis sp. 6 167.01 1613.95° 281.01* 0.47 54.10
12 173.97 1365.79 169.05° 0.38 34.22
18 174.44 1594.23 195.70% 0.36 37.85

abe Diferencias estadisticas entre columnas (P<0.05).

Las proporciones de acetato, propionato y butirato encontradas en el material vegetal del
presente trabajo concuerdan con las de estudios realizados en alimentos fibrosos, con contenidos
de 60 al 73% de FDN, en los cuales el acético es el acido volatil de mayor produccion, con
proporciones de 60% a 65% (Ranilla et al., 2000; Ellison et al., 2016). Por otra parte, la cantidad
de acetato y butirato también afectan la produccion de CO2 y CH4 (van Soest, 1994), lo cual se
observa en los presentes datos al no disminuir la cantidad del CHs4. Ellison et al. (2016)
concluyen que la eficiencia en el aprovechamiento del alimento por parte de los
microorganismos ruminales esta relacionada con la disminuciéon de metano, ya que los
productos finales de fermentacion afectan la tasa y grado de degradacion del alimento en el

rumen (Ranilla et al., 2000). Algo que se puede observar en el presente estudio, ya que al
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incrementar la produccion de metano, hay menos eficiencia en otros parametros como la

digestibilidad.

Tabla 6. Produccion de acidos grasos volatiles (AGV’s) de los tratamientos de rastrojo de maiz con hongos

basidiomicetes a las 24 h de incubacion.

AGV's (umol)

Dias de
Cepa . ., pH Acetato:
inoculacion Total ~ Acético Propionico Butirico  Otros* )
propionato
s/n s/n 6.90 1085.71* 774.31" 200.51* 78.36 102.74 3.86%
T. versicolor 6 7.01 523.75  366.25% 105.79 41.33 49.05 3.46™
12 7.08  369.72 237.72¢ 90.34 28.94 38.36 2.63¢
18 7.06  433.02 277.91% 110.45 31.43 42.57 2.52¢
Ganoderma sp. 6 7.07  533.12  368.79"™ 106.13 44.38 54.60 3.47%
12 7.14 32295 228.16° 60.02 26.10 33.10 3.80%
18 7.00  529.48 367.77" 110.00 38.07 49.59 3.34%
I. lacteus 6 7.06  551.69  391.99% 100.22 42.90 56.80 3.91®
12 7.15  425.17  302.62" 72.51 34.50 48.91 4.17%
18 7.15  380.33  266.22% 59.84 35.71 51.48 4.45"
Phlebiopsis sp. 6 7.08  603.87  432.66° 103.96 47.43 63.91 4.16®
12 7.07  449.17 315.72% 83.53 34.34 47.44 3.78%®
18 7.06  545.78  369.92 111.89 45.41 58.79 3.31%

*valérico, isovalérico, isobutirico, ®>* Diferencias estadisticamente significativas entre columnas (P<0.05).
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CONCLUSIONES

La conclusion principal del presente trabajo es que los hongos del estudio presentan
significativamente la misma capacidad para delignificar el rastrojo de maiz; sin embargo,
consumen otros nutrientes que ocasionan una disminucion del valor nutricional inicial de este

sustrato y con ello los parametros de la fermentacion ruminal

Algunas conclusiones secundarias:

El rastrojo de maiz induce significativamente la actividad enzimatica de Lac y MnP de
las cepas de estudio en medio liquido, en comparacion con medio basal y la fermentacion en

sustrato solido.

La pérdida de carbohidratos no estructurales en el rastrojo de maiz tratado en medio
solido con las cepas de hongos basidiomicetos del presente estudio fue determinante para que

no hubiera una mejora en la digestibilidad.
Los parametros de la fermentacion ruminal indican que el sustrato tratado con los hongos

basidiomicetes I. lacteus, T. versicolor, Ganoderma sp. y Phlebiopsis sp. es de bajo valor

nutricional para el rumiante.
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PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

En el tratamiento del rastrojo de maiz en los ensayos de fermentacion en sustrato sélido
con las cepas de estudio, se recomienda evaluar la densidad de indculo adecuada, asi como la
posibilidad de emplear distintas fuentes de carbono (aztcares simples, almidon) y medios de
cultivo, con la finalidad de optimizar el proceso de delignificacion y mejorar la digestibilidad in

vitro del sustrato.

Seria conveniente analizar el contenido de cationes divalentes del rastrojo de maiz,
particularmente de Mn*? y Cu*?; o bien su uso como suplemento en los ensayos de fermentacion
en sustrato solido, para ver su relacion con las actividades enzimadticas encontradas y la

eficiencia de delignificacion.

Es importante cuantificar la delignificacion con extracto crudo enzimatico obtenido de
los mismos cultivos de los hongos en medio liquido suplementado con rastrojo de maiz, ya que

es un inductor adecuado de la actividad enzimatica.

El analisis de secrecion de isoenzimas de Lac y MnP de las cepas de estudio producidas
bajo las condiciones de cultivo evaluadas en el presente trabajo es imprescindible para obtener

conclusiones respecto su capacidad de secretar enzimas y su relacion con la delignificacion.
Es necesario realizar un analisis de los microorganismos ruminales, principalmente el

tipo de bacterias que habitan el rumen con cantidades de celulosa mayores que los carbohidratos

no estructurales
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