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NOTA CIENTIFICA

Hongos filamentosos con actividades ligninoliticas aislados de
Calamagrostis nitidula Pilg.

Lignin-degrading filamentous fungi isolated from Calamagrostis nitidula Pilg.

Janet Laura y Pedro Castellanos

Resumen

Hongos con actividad ligninolitica fueron aislados de la planta forrajera Calamagrostis nitidula Pilg. (Poaceae).
Se utilizo el medio minimo Czapeck conteniendo lignina (0,2%) como Unica fuente de carbono, los medios fue-
ron inoculados con fracciones de C. nitidula. Posteriormente los hongos desarrollados fueron aislados en agar
papa dextrosa (APD) e identificados segun sus caracteristicas macroscopicas y microscoépicas. Se aislaron e
identificaron los siguientes géneros: Alternaria, Ulocladium, Trichoderma, Cephalosporium, Helicomyces, Mucor
y Aspergillus. La capacidad de degradacion de lignina fue determinada cualitativamente y cuantitativamente,
inoculando cada cepa obtenida en tubos con caldo Czapeck con 0,2% de lignina y 1% de glucosa. La cepa
PD5F identificada como Asperqgillus melleus Yukawa fue la Unica con actividad ligninolitica.

Palabras claves: Degradacion ligninolitica, Calamagrostis nitidula, Aspergillus melleus, lignina, ligninasas.
Abstract

We isolated fungi with ligninolytic activity of the forage plant Calamagrostis nitidula Pilg. (Poaceae). The mini-
mum Czapeck medium containing lignin (0,2%) as carbon source, was inoculated with fractions of C. nitidula.
Subsequently, the fungus developed were isolated in potato dextrose agar (PDA) and identified according to
their macroscopic and microscopic characteristics. The following genus were isolated and identified: Alternaria,
Ulocladium, Trichoderma, Cephalosporium, Helicomyces Mucor and Aspergillus. Degradation of lignin was
determined qualitatively and quantitatively, by inoculating each strain obtained in tubes with Czapeck medium
with 0,2% lignin and 1% glucose. Only the PD5F strain identified as Aspergillus melleus Yukawa was ligninolytic

activity.

Keywords: ligninolytic degradation, Calamagrostis nitidula, Aspergillus melleus, Lignin, ligninases.

Introduccioén

La lignina es un polimero complejo conocido por su resisten-
cia al ataque microbiano y es considerado como un componente
anticalidad por su impacto negativo en la disponibilidad nutri-
cional de la fibra de la planta (Moore y Jung 2001). Los hongos
con actividades ligninoliticas se vienen estudiando desde hace dos
décadas en “pajas”, como las de trigo, la cascarilla de arroz y en
madera (Steffen et al. 2002). Estos hongos pertenecen a la clase
basidiomycetes, pero también han sido reportados Ascomycetes
y Levaduras (Milstein et al. 1983, Kadam y Drew, 1985, Betts y
Dart 1989, Cardoso y Costa 1994, Conesa et al. 1999, Steffen
et al. 2002, Olvera 2003)

El Pert cuenta con una diversidad de pastizales silvestres
nativos (pastos forrajeros) pertenecientes a la familia Poaceae
(gramineas) que crecen en altitudes por encima de 3500-3800 m
de altitud, sobre todo en la regién alto andina; entre los cuales,
los llamados “pajonales” ocupan 4reas extensas y estdn formados
por especies de los géneros Stipa, Festuca y Calamagrostis. Estas
comunidades de plantas son las tnicas fuentes de alimento
para la ganaderfa de las zonas alto andinas teniendo un bajo
valor nutritivo (5% de proteina y 35,4 % de fibra cruda) y baja
digestibilidad debido a la lignina (Choque y Sotomayor 1989,
Tovar 1960, 1993, Didier et al. 1994).

En el presente trabajo se aislan, identifican y evaldan hongos
ligninoliticos a partir de Calamagrostis nitidula.

Materiales y métodos
Recoleccién de muestra vegetal
Muestras de paja silvestre de Calamagrostis nitidula Pilg. en
condicién erguida (PE) y descompuesta (PD) fueron recolectadas

en lalocalidad de Ticlio, provincia de Huarochiri, departamento
de Lima a 4800 m de altitud.

El material bioldgico recolectado se guardé en una prensa de
madera entre secantes. Para su identificacién se siguié la clave

dicotémica de Tovar (1960, 1993).
Aislamiento de los hongos de Calamagrostis nitidula

Las muestras colectadas de Calamagrostis nitidula fueron
procesadas en el laboratorio el mismo dia de la colecta, se cor-
t6 en trozos pequefos y se sembré en medio liquido de sales
minerales Czapeck teniendo a la lignina como tinica fuente de
carbono 0,2% (Lignin 4lcali low sulfonate content, ALDRICH).
El medio liquido Czapeck-Lignina fue llevado a un pH 5,5, a
una temperatura de laboratorio de 25 °C y una humedad relativa
de 65%, en cultivos sumergidos estdticos y en oscuridad. Los
cultivos liquidos fueron evaluados durante 30 dias. Una vez
observado el crecimiento superficial y la produccién de gas se
tomé un indculo de cada frasco y se sembré en placas petri con-
teniendo Agar Czapeck-Lignina al 0,2%, a pH 5,5. Las colonias
aisladas fueron sembradas en placas petri con un medio de agar
papa dextrosa (APD) observdndose diariamente su crecimiento
hasta los 20 dias para luego obtener un cepario.

Identificacién de los hongos aislados

Se observaron caracteristicas macrosc6picas de las colonias
describiendo detalles de textura, aspecto, superficie, color en un
estereoscopio. También se realizé la observacién microscépica
mediante la técnica de microcultivo en ldmina para observar las
estructuras vegetativas y reproductivas. En la identificacién de
género y especie se utilizd el manual de identificacién de hongos
segun Egorova (1983).

Prueba de la degradacién de la lignina

Las concentraciones de la lignina fueron medidas por su
absorbancia a 560 nm en un espectrofotémetro estableciéndose
una curva de calibracién (Olvera 2003) (Fig. 1).
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Figura 1. Curva de calibracion para medir la concentracion de la lignina
vs la absorbancia a 560 nm del medio de cultivo.

Las cepas aisladas se sembraron en el medio Czapeck con
0,002 g/mL de lignina y 3 blancos con medio Czapeck sin lignina
ambos por triplicado. Las muestras fueron incubadas en con-
diciones de laboratorio a una temperatura de 25 °C, humedad
relativa de 65%. Los cultivos de las cepas fueron sometidas a dos
procesos fermentativos: el primero, un cultivo en condiciones
estdticas por 15 dfas y el segundo fue incubado en un agitador
orbital por 7 diasa 150 RPM. En la determinacién del consumo
de la lignina se utilizaron dos métodos: a) Método cualitativo y
b) Método cuantitativo.

a) Método cualitativo

Se evalud diariamente el cambio de la coloracién café de la
lignina contenida en los matraces hasta 30 dias. Al cabo de este
tiempo se filtr con papel filtro de 4—7 micras (filtracién lenta),
para retener las esporas, luego se hizo una centrifugacién a 5300
RPM por 30 minutos para separar el resto de micelio.

b) Método cuantitativo

Se tomé6 10 mL del filtrado de las muestras tratadas en el
método cualitativo y se procedié a medir la absorbancia de
cada tubo a 560 nm, determindndose el peso soluble de lignina
en el medio de cultivo, luego se calculo la cantidad de lignina

degradada por el hongo.

Resultados y discusion

Aislamiento e identificacién de los hongos ligninoliticos

Doce cepas de hongos filamentosos tanto en paja erguida
(PE) como paja descompuesta (PD) fueron aislados (Tabla 1).

Figura 2. Prueba cualitativa de la degradacion de lignina. Obsérvese
que el segundo tubo (Cepa PD5F) identificado como Aspergillus
melleus Yukawa ha sido el Unico que ha virado de color.

Tabla 1. Cepas flngicas aisladas de Calamagrostis nitidula Pilger.

Tipo de paja Cepas fangicas aisladas Géneros

© P2C Alternaria sp.

g P2F Ulocladium sp.

%‘3 P3C Alternaria sp.
P3E Trichoderma sp.
PD1F Mucor sp.

s PD321 Helicomyces sp.

5 PD322 Trichoderma sp.

é PD3S Cephalosporium sp.

g PD3 Cephalosporium sp.

< PD5F Aspergillus melleus
PD6C Cephalosporium sp.
PD6F Cephalosporium sp.

* (PE): paja erguida y (PD)muestra de paja descompuesta.

En el medio Czapeck con lignina todas estas cepas formaron
colonias levaduriformes, sin embargo, al sembrarlas en APD
tomaron las caracteristicas propias filamentosas segtin el género
de los hongos.

Degradacién de la lignina por los hongos aislados

La prueba de degradacion de lignina se realizd con las 12 cepas
aisladas de las diferentes muestras de paja a partir de un inéculo
de cada una en el medio minimo Czapeck con glucosa al 1% y
lignina al 0,2%. Después de 15 dias en cultivo estdtico, la cepa
PD5F fue la dnica que evidencio la degradacién de la lignina,
al cambiar de un color café a un color amarillo (Fig 2). En la
evaluacién cuantitativa la cepa PD5F mostré una absorbancia
final de 0,118 con respecto al blanco 0,631, lo cual indic6 una
degradacién de 0,002 a 0,0004 g/mL de lignina al cabo de 15
dias, lo que corresponde a una degradacién del 80%. En la
prueba cualitativa en un cultivo en agitacidn, se pudo observar
un cambio de coloracién en la cepa PD5F a los 7 dias de creci-
miento. El resto de cepas no evidenci6 cambios en la coloracién
del caldo de cultivo, pero si se observé crecimiento, y al realizar
la determinacién cuantitativa se observa en algunas cepas un
incremento de la absorbancia en relacién al blanco, esto se debe
a que los hongos han producido pigmentaciones en el medio de
cultivo, alterando la lectura del espectrofotémetro (Fig.3).
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Figura 3. Cuadro comparativo de la absorbancia de la lignina después
del periodo de cultivo de las cepas fungicas aisladas de Calamagrostis
nitidula Pilger.
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Identificacién de la cepa PD5F con actividades lignino-
liticas

La cepa PD5F fue identificada hasta especie como Aspergillus
melleus Yukawa (Egorova 1986), y esta caracterizada por tener
abundante micelio, semejante a césped, abundantes cabezas
conidiales dorada-amarillentas; el lado reverso es rojo-castano.
La cabeza aspergilar es esférica de 140,8 micras de didmetro y
tiende a elongarse en forma de columnas. La vesicula tiene un
promedio de 53,5 micras de didmetro. Las hifas vegetativas son
hialinas y septadas. El conidiéforo es amarillo y rugoso, lleva
métulas y fidlides con conidias de paredes lisas de 1,92—2,4
micras.

Discusién

En la primera prueba espectrofotométrica donde se utilizd
el medio minimo Czapeck y lignina al 0,2%, no mostré un
adecuado crecimiento ni variacién de coloracién, por lo tanto
al medio utilizado se le anadié glucosa al 1%, porque la degra-
dacién de la lignina se da con el consumo previo de la glucosa

segun los trabajos realizados por Lobarzewski y Paszczynski

(1985) y Olvera (2003).

De todos los hongos filamentosos aislados, tinicamente
Aspergillus melleus cambi6 la coloracién de la lignina en medio
agitado a 150 RPM al cabo de 7 dias, y en condiciones estdticas
se evidencio la degradacién de lignina de este hongo a los 15
dias de incubacién. La diferencia en el tiempo del cambio de
coloracién se debe a que el proceso degradativo de la lignina es
oxidativo, y es necesario la presencia de oxigeno (Olvera, 2003).
La lignina tiene un color café debido a grupos croméforos fuer-
temente unidos a la molécula, para que se reduzca este color es
necesario la presencia de oxigeno y peroxido de hidrogeno, el
proceso oxidativo causa la ruptura de los enlaces insaturados
carbono-carbono de las cadenas propanoides destruyendo al-
gunos grupos cromoéforos (Lin, 1980). Por lo tanto, aireacidn,
presencia de oxigeno y dosis adecuada de glucosa permiten la
degradacién de la lignina al cabo de 7 dias, previo consumo
de la glucosa (Lobarzewski y Paszczynski 1985, Olvera 2003).
También es de notar que las enzimas son expresadas durante la
fase secundaria del crecimiento (idiofase) cuando la limitacién
de carbono, nitrégeno y sulfuro ocurre (Staszczak, 2002); sin
embargo es necesario realizar estudios para evaluar que tipo de
enzima esta actuando.

Estos hongos no pueden utilizar directamente lignina como su
fuente de carbono y energfa por ello dependen de azucares més
digeribles como los monémeros precursores de fenilpropano. La
funcién primaria de la lignindlisis es exponer estos monémeros al
ataque del hongo con ayuda de diferentes tipos de enzimas. En
la mayorfa de los hongos se ha observado que la lignélisis ocurre
durante el metabolismo secundario, es decir bajo limitacién de
nutrientes, lo que permite que el hongo solo sintetice y secrete
agente ligninoliticos que comiencen a fragmentar el polimero

(Olvera 2003, Lobarzewski y Paszczynski 1985).

Los otros hongos aislados mostraron un crecimiento muy
notable en los medios Czapeck-Lignina con glucosa al 1%, esto
se debid al consumo preferencial de la glucosa y en consecuencia
no tendrian el potencial enzimdtico adecuado para transformar
la lignina al cabo de un mes en condiciones estdticas y al cabo de
15 dias en condiciones agitadas de 150 RPM. Otra observacidn,
fue el aumento de la absorbancia al inicio del experimento en

algunas cepas, esto se explica debido a que los hongos aislados
presentaron pigmentacién en el medio debido al crecimiento
lo cual influyo sobre la absorbancia.

Aspergillus melleus es un hongo ligninolitico productor
de micotoxinas y de enzimas tales como proteasas, esterasas,
(Semeniuk et al. 1971, Palumbo et al. 2007, Ondeyka et al.
2003, Luisetti et al. 1991, Miyazawa et al. 2002) aunque no
hay registros de su actividad ligninolitica en la literatura, en
este trabajo se ha demostrado su capacidad en la degradacién
de la lignina.

Por otro lado, el medio empleado Czapeck-Lignina tenia
elementos quimicos como nitrégeno, sodio, potasio, cloro, fos-
fatos, sulfatos, magnesio y Hierro, pese a esto Aspergillus melleus
fue capaz de degradar la lignina en el caldo de cultivo, aun no
habiendo manganeso ni cobre que son los elementos necesarios.
Se ha sefialado que para que se active las enzima MnP y la lacasa
tienen que tener concentraciones de Mn(II) y Cu minimas, en
caso contrario no se detectarfa la actividad de estas isoenzimas
(Polanco et al. 2002, Staszczak 2002).
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