Boletin Micolégico Vol.17: 69 - 74 2002

BIODEGRADACION DE PAJA DE TRIGO POR CEPAS
FUNGICAS SELECCIONADAS

(Biodegradation of wheat straw by selected fungal strains)

Ricardo Cabeza!, Dante Pinochet!y Eduar do Valenzuela?
tUniversidad Austral de Chile, Instituto de Ingenieria Agrariay Suelos,

Facultad de Ciencias Agrarias, Casilla567. Valdivia Chile.
2Universidad Austral de Chile, Instituto de Microbiologia,

Facultad de Ciencias, Casilla167. Valdivia Chile.

Palabr as claves: Biodegradacidn, pajadetrigo, lignina, celulosa, Trichoderma pseudokonigii,Westerdikella multispora
K ey wor ds: Biodegradation, wheat straw, lignin, cellulose, Trichoderma pseudokoningii,Westerdikella multispora

RESUMEN

Desde suelos derivados de cenizas volcanicas
se evalud la capacidad degradativa de 2 cepas fungicas
seleccionadas: Trichoderma pseudokoningii vy
Westerdikella multispora y una cepa control (Trametes
versicolor ) sobre paja de trigo previamente sometida
a pasteurizacion y con adicion de NH,NO,. Como con-
troles fueron incluidos paja de trigo y paja de trigo
mas NH,NO,, ambas sin inéculo fangico.

Todos los tratamientos fueron realizados en tri-
plicado y mantenidos durante 60 dias en un inverna-
dero. Al inicio y al final de las incubaciones se deter-
mind los contenidos de celulosa, lignina, extraibles
totales, N, P, C totales, cenizasy pH.

Los tratamientos controles no presentaron va-
riaciéon en los contenidos de celulosa. Las pajas trata-
das con las cepas flngicas presentaron una disminu-
cién no significativa del contenido de celulosa pero un
aumento significativo del contenido de lignina. El con-
tenido de extraibles totales solo en la paja tratada con
T. pseudokoningii aumentd significativamente, la cual
ademds presentd una disminucion significativa del con-
tenido de C. Por su parte, solo en las pajas tratadas
con W. multispora se determind un aumento significa-
tivo del N. Para el contenido de P total no se determi-
naron aumentos significativos.

En todos los tratamientos el pH disminuyo y
las cenizas presentaron un aumento significativo en
aquellos que incluyeron solo las cepas seleccionadas.

ABSTRACT

The decay ability of two selected fungal strains
Trichoderma pseudokoningii and Westerdikella

multispora, and a control strains (Trametes versicolor)
collected from volcanic ash soils wose evaluated on
wheat straw which had been previously pasteurized
and added with NH,NO,. As controls wheat straw and
wheat straw plus NH,NO, were included, both without
fungi inoculation. All treatments were in three replicates
and kept for 60 days in a greenhouse. At the beginning
and at the end of the incubation period, the cellulose
contents, lignin, extractable totals, N, P, C totals, ashes
and pH were determined. The control treatments did
not alters cellulose content. Sraws treated with fungal
strains presented a non significant decrease on the
cellulose content but a significant increase on the lignin
content. The content of total extractable increased
significantly only in the straw treated with T. pseudo-
koningii which also revealed a marked decrease in C
contents. In turn, only in straw treated with Wmultis-
pora there was a significant increase in N content. The
total P content did not reveal any major increase. In
all treatments with fungal strains pH decreased while
ashes increased significantly in treatments involving
only selected strains.

INTRODUCCION

Con €l objetivo de buscar posibles alternativas a
la quema de rastrojos dejados después de las cosechas de
cereales, se estudi6 la capacidad de dos cepas fungicas
aisladas de un suel o trumao parabiodegradar pajadetrigo.
El presente trabajo es la tercera parte de una serie de
investigaciones llevadas a cabo en laUniversidad Austral
de Chile. La primera etapa consistio en aislar cepas
fungicas desde un suel o trumao y determinar su capacidad
degradativa en condiciones de laboratorio (Olavarria,
2000). En la segunda etapa se determind la capacidad
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degradativa de cepas seleccionadas en paja de trigo
adicionada de Glucosa y NH,NO, (Lindh, 2002, no
publicado). En el presente ensayo se analiz6 lacapacidad
para biodegradar paja de trigo en forma natural de dos
cepas fungicas Trichoderma pseudokoningii y
Westerdikella multispora, previamente aisladas desde un
suelo trumao serie Pelchuquin comparandose con la cepa
control Trametes versicolor CBS.

MATERIALESY METODOS

Incubacion delapajadetrigo con lascepas. Seusaron
2 cepas fungicas, Trichoderma pseudokoningii (Rifai)
y Westerdykella multispora (Saito & Minoura) Cejp &
Milco, que fueron aisladas por Olavarria (2000), a partir
de un suelo trumao serie Pelchuquin, y una cepa control,
Trametes versicolor (L. Ex Fr). Cadaunadelas cepas se
cultivo en formaindependiente en agar extracto malta2%
(AEM 2%) a 23°C durante 7 a 14 dias. La pajade trigo
fue cortada a un largo de 10 cm, se peso 1 kg de paja por
tratamientoy repeticion. Luego fue sometidaaebullicion
en 40 L de aguapor 10 minutos, traslo cual sedejo estilar
hasta humedad de retencion, a continuacion fue
homogeneizada y se mezcl6 con NH,NO, (50,6 g/kg de
paja), luego se depositd en bolsas de nylon transparentes
(40 x 54 cm), y seinocul 6 con discos de agar con micelio
de 1 cm de didmetro. Se depositaron 21 discos de agar
con micelio por bolsa, mas 116 cm?® de suspension de
micelios y esporas. Las bolsas sembradas se dejaron en
un invernadero del centro experimental Santa Rosa de la
UACH, por 60 dias.

Determinacion de la capacidad biodegradativa de las
cepas. Al inicio y término de la incubacién, como
parametros cuantitativos de |a biodegradacion de la paja
de trigo, se procedid a determinar celulosa, lignina y
extraibles totales seglin 1os métodos propuestos por la
norma TAPPI (1988), y N P C totales segin Saavedra
(1975), ademas cenizas 'y pH.

Disefio experimental. El disefio experimental considerd
un periodo de 0-60 dias con 12 muestras para cada
tratamiento.
Como grupo control se utilizé:

Paja de trigo sin in6éculo

Paja de trigo sin inoculo + NH,NO,

Paja de trigo + NH,NO, + T.versicolor
Como tratamientos se utilizo:

Paja de trigo+NH,NO, + T. pseudokoningii

Paja de trigo+NH,NO, + W. multispora

Las fuentes de variacion fueron: entre tratamien-
tos a mismo tiempo y entre tiempo paraigual tratamien-
to. Las comparaciones de promedio se realizaron me-
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diante la prueba de Tukey a 5% de significancia.
RESULTADOS Y DISCUSION

El mayor constituyente que conforma la paja
de trigo es la celulosa con valores que oscilan entre los
48,90 a 51,02%, para los tratamientos en el tiempo cero
(Tabla 1). Los resultados coinciden con los obtenidos
por otros autores, los cuales indican que la celulosa
representa entre un 40-50% del peso seco de la pgja de
trigo (Hoseney, 1986; Sylviaet al., 1999). Como segundo
constituyente estructural de lapajase encuentralalignina
con valores que van desde un 18,50 a 21,06% para €l
tiempo cero (Tabla 1), lo cual es semejante a los
resultados obtenidos por Olavarria (2000) y Paul & Clark
(1996), que indican valores promedio de 21,48% y de 18
a 21% respectivamente para paja de trigo.

En los tratamientos en los cuales la pajade trigo
fue inoculada con cepa control T.versicolor, y cepas
seleccionadas T.pseudokoningii y W.multispora, la
celulosa tiende a disminuir, aunque sin diferencias
estadisticas (Tabla 1). En €l ensayo, si bien existe una
degradacion de la celulosa esta no es significativa, lo que
reafirmalo sefialado por diversos autores que indican que
un alto contenido de ligninaimpediriaal canzar unarépida
degradacion (Wild, 1992; Sylvia et al., 1999; Kumar &
Goh, 2000). Deacon (1988), sefiala que incluso en
condiciones de laboratorio la degradacién del complejo
lignocelulésico es lento.

Analizando e constituyente lignina, se observo
un aumento significativo de su contenido relativo para el
tratamiento con la cepa seleccionada T. pseudokoningii
y W. multispora (Tabla 1), lo cual indicaria una
degradacion de componentes carbonados y un aumento
en los compuestos mas resistentes en forma relativa,
debido ala acumulacion de polifendles condensados que
poseen tasas muy lentas de descomposicion (Paul &
Clark, 1996).

Lo observado en el ensayo, indicé que la
degradacién de la paja de trigo corresponde a una
disminucion en lacantidad absolutade celulosa paratodos
|os tratamientos que incluyen alguna cepafingica, y aun
aumento relativo en los mismos tratamientos para el
constituyente lignina, en donde sdlo los tratamientos con
T. pseudokoningii y W. multispora presentan un aumento
significativo (Tabla 1). Esto indicaria el consumo de
carbono en base a celulosay una acumulacion de lignina,
con resultados similares a los obtenidos por Fengel &
Wegener (1983). Este consumo sostendria el
crecimiento de los microorganismos, proporcionando
energiay carbono para formar los nuevos constituyentes
celulares, liberando CO, y H,O (Paul & Clark, 1996 ;
Olavarria, 2000).
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Tabla 1. Variacién de constituyentes quimicos-or ganicos en paja de trigo sometida
a biodegradacion con cepas fungicas durante 60 dias.

Diesdesdela ; s Pgacontrd snindoulo+  Pga+NHNO; + Pgja+NHNO; + Pgja+NHNO; +
latissten) | RISl NHNO T vescda’ T, peeLtkaningi” W mtisiora”
Contenido decdulosa (g 100g)
0 X0 : 02 @a]BD : 60 @a|00 : 56 @a|5®@  0R @alH6 + 0% @a
O 518 + 057 Ma|HB + 106 @a |82 + L2 @a |00 + 2% @a 48P + L@ @a
Contenidodelignina (/1009
0 09 + 0D @alB% : 013 @a|2® : 172 @a|0B : 1B @a|Zo = 01 @a
O |28 + 16 @a|BM + 085 O AT + 00 @D 4D + 08 B |B& + 03 Bl
Qontenidodeedrablestatales(g100y
0 D& + 10 @a |36 = 05 @k|B® = 05 @b|%3 + 04 @55 + 0B @
a0 1048 + 248 @a |1468 + 089 (b (4@ + 121 (@b (1828 + 037 (hc | 4B + 028 (Jhc

Letras distintas entre paréntesis difieren significativamente a través de la columna para €l parametro medido vy letras
distintas sin paréntesis difieren significativamente en la fila para € parametro medido (P<0.05).
*Cepa control y ** Cepas seleccionadas.

Tabla 2. Variacion de constituyentes quimicos inorganicos en paja de trigo sometida
a biodegradacion con cepas fungicas durante 60 dias.

Diasdexela| Pgacmtrd snindolo |Pgacontrd snindoulo+ Pq'a+N-|J\Qﬁ Paja+N-|m: Pda+W+
incubaddn NHNO, T.vasaa T. psudokoningi W, multigoora
Contenido denitrégeno (¢100g)
0 07 + 02 @a| 140 + 004 @b | 153 + 00 @b | 147 + 0B @b| 146 + 0B @b
Y 00 + 0@ @a| 172 + 007 (Kb | 188 + 012 @b | L71 + 015 @b | 161 + 0B (Kb
Contenido defésforo (¢/100g)
0 00085 + 00011 (3 a| 00078 + 00001 (3 ab| 00064 + 0014 (da | 000B + 00014 (@b | 00097 + 0006 (@b
60 0008 + 00005 (g a | 00083 + 00014 (g eb| 0,008 + 00013 (g eb| 00113 + 000 (b | 00106 + 00011 (Jab
Contenido decarbono (g'100g)
0 44 + 060 @b[4024 + 00 (@a|400 + 0B (@Pa|4087 + 040 (P[RV77 + 05 Pa
(0] 4189 + 014 @a |04 + 0B @b |PV77 + 0Z7 AQhc|BH + 04 (Hc [PV + 062 @c

Letras distintas entre par éntesis difieren significativamente a través de la columna para el parametro medido y letras
distintas sin paréntesis difieren significativamente en la fila para el parametro medido (P<0.05).
*Cepa control y **Cepas seleccionadas.

Los extraibles totales, son el resultado de la
suma de los extraibles en etanol, etanol-tolueno e
hidrosolubles. Se debe hacer mencion que los extraibles
totales en el tiempo cero del ensayo son dispares,
producto de lo heterogéneo de los extraibles del material
y delaaplicacion de NH,NO,, mostrando solo un aumento
significativo lapajadetrigo tratadacon T. pseudokoningii,
respecto de todos los demés tratamientos (Tabla 1). El
aumento de los extraibles totales para €l tratamiento con

la paja de trigo més T. pseudokoningii, coincide con €l
mayor aumento del componentelignina, lo queratificaria
lo expuesto por Hoseney (1986) y Flaig et al. (1977),
quienes indican que los compuestos que se acumulan en
la degradacion no son ocupados como fuente de carbono
debido a su constitucion, la cual podria actuar como
biociday material inhibidor.

Parael parametro nitrogeno total , lapajacontrol
sin inéculo al tiempo cero, presenta un promedio de
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Tabla 3. Variacion de cenizasy del pH en paja detrigo sometida a
biodegradacion con cepas fungicas durante 60 dias.

Diasdexkela | Pgaaxird snindado | Pgaaatrd snindauo+ Paja+N—L.l\Q+ P4a+N-|41\Qt Pda+I\HaJ\D£,*+
inabad NHNO; Tvasada T. puddaningi W mltigoora
Cotaidodeoaizes(g100)
0 2¢ + 012 @c| 2@ + 018 @a| 25 + 0F (@a| 2B + Q12 (@a| 28 + QB @hkc
28 + O# @a| 2B + 019 @a| 28 + 0D @a| 26 + 011 P& 315 + QU ([Ob
pH

0 61 + 06 @b| 42 + Q18 @a| 4B + 0 a| 42 + Q2 Pa| 42 + 015 (a
& 66 + 00 @b| 40 + 019 @a| 32 + 0D @a| 32 + QU @a| 3® + QU1 @a

Letras distintas entre paréntesis difieren significativamente a través de la columna para el parametro medido y letras
distintas sin paréntesis difieren significativamente en la fila para el parametro medido (P<0.05).
*Cepa control y **Cepas seleccionadas.

0,27% (Tabla 2), 1o que coincide con los porcentajes
cercanos a 0,3% obtenidos por Olavarria (2000). Estos
resultados concuerdan con los expresados por Szegi
(1988), quien determind un 0,24% para paja de centeno,
y Beareet al. (2002) con un 0,4% para paja de cebada, las
variaciones se deben principalmente a los estados
nutricionalesdelas plantasy las condiciones de desarrollo
del cultivo. Los resultados para los tratamientos que
incluyeron cepas fungicas y el tratamiento control sin
inoeulo adicionado de NH,NO, presentan una cantidad
relativa mayor para nitrégeno, debido a la adicién de
NH,NO,, variando entre 1,40 y 1,53% para |os distintos
tratamientos en el tiempo cero (Tabla 2). So6lo el
tratamiento paja control mas NH,NO, y €l tratamiento
con la cepa W. multispora presentaron una variacion
significativa de N total entre el inicio y final de la
incubacion. El aumento de nitrégeno indicariaque podria
existir degradacion, segun lo observado por Olavarria
(2000),en tanto Verano & Burges (1989), indican quesi
existe pérdida de celulosa existiria un aumento de
nitrégeno. La paja de trigo tratada con W. multispora,
fue el Unico tratamiento que incorpord alguna cepa en
donde existié6 aumento de nitrégeno con significancia
estadistica, coincidiendo en un aumento significativo de
lignina.

Se observd la variacion del fésforo total para
los tratamientos sometidos a degradacion, los valores
obtenidos van desde 0,0064 a 0,0097% para € tiempo
cero (Tabla 2), estos valores relativamente bajos se
explican porque el materia utilizado era esencialmente
tallos, los cuales poseen menor concentracion de fosforo
que las hojas. Se observé una tendencia general para €l
fésforo a aumentar, sin embargo, en ninguno de los
tratamientos se present6 diferencias estadisticas signifi-
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cativas.

Los valores de las concentraciones relativas de
carbono para paja de trigo sometida a biodegradacion
durante 60 dias oscilan entre un 41,44% para el
tratamiento paja control sin inéculo y un 39,77% para €l
tratamiento que incluye la cepa W. multispora (Tabla 2),
estos coinciden con Collins et al. (1990a y 1990b) con
un 41,4 y 42, 7% para paja de trigo. De acuerdo a los
valores de la Tabla 2, sdlo € tratamiento que incluye la
cepa T. pseudokoningii exhibe una disminucion
significativa de carbono respecto del tiempo cero, indi-
cando degradacion de la paja para este tratamiento.
Collins et al. (1990ay 1990b), Madhulika et al., (1996)
y Olavarria (2000), indican que una disminucion del
contenido total de carbono implicariadegradacién, debido
a que los microorganismos utilizan el carbono como
fuente de energia, liberando CO, en la respiracion.
También estos resultados coinciden con Fogarty & Kelly
(1990), quienes postulan que fracciones de celulosa son
utilizados como fuente de energiay transformados a CO,
por microorganismos aerobios como bacterias y hongos.

Ademés de | os parametros quimi cosinorganicos,
se midieron la variacion del pH de lapgjadetrigoy la
cantidad de cenizas. Los contenidos relativos de cenizas
para paja de trigo antes y después de ser sometidas a
descomposicién por microorganismos, son cercanos a
los registrados por Olavarria (2000), arededor de 3,9%
y son casi la mitad del contenido de cenizas obtenidos
por Collins et al. (1990a y 1990b), para tallos de trigo
con un 6,3%. Estas diferencias se pueden deber a
condiciones de suelo y estado nutricional del cultivo, lo
que incidiria en el contenido de minerales absorbidos.

Para el tiempo cero del ensayo se observa una
disminucion significativa del pH en los tratamientos de
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partidas de paja adicionada de NH,NO, (control sin
in6eulo adicionado de NH,NO,, control T. versicolor, T.
pseudokoningii y W. multispora), respecto del control
sin in6culo, esta disminucion se debe a la adicion de
NH,NO,, €l cual posee una reaccion écida (Tabla 3). El
pH delapaja(control sinindculo) escercano a pH neutro
(6.16), el cual coincide con los resultados obtenidos por
Olavaria (2000). Ademas se observa que todos los
tratamientos que incluye alguna cepa fungica presentan
una disminucién del pH entre el tiempo cero 'y 60 dias de
incubacion en formasignificativa, segiin Olavarria(2000),
los hongos de importancia lignoceluldsica prefieren
ambientes acidos, por lo tanto el pH que presenta €l
sustrato adicionado de nitrato de amonio seria 6ptimo,
ademés el mismo autor sefiala que los hongos producto
de su propio metabolismo acidificarian € medio, por lo
tantolo observado en €l presente estudio parael parametro
pH, coincide con antecedentes previos, ademas Kishan
et al. (1993), indican que de un pH inicial de 9.82
disminuy6 a 9.62-9.7 en paja de trigo, debido presumi-
blemente por la descomposicién de productos ligno-
celul bsicos.

CONCLUSIONES

Después de 60 dias de incubacion la paja de tri-
go tratada con nitrogeno fue parcialmente degradada por

las cepas T. pseudokoningii y W. multispora lo que se
reflejo en un aumento en el contenido relativo de lignina
y en un aumento relativo de los extraibles totales solo
paralacepaT. pseudokoningii. No se observo un aumen-
to en la concentracion de celulosa, lo que indicaria una
degradacion de ella en forma proporcional a su conteni-
do.

LacepaT. pseudokoningii fue superior alacepa
control en la degradacion de la paja de trigo ya que pre-
sentd una disminucion en el contenido relativo de carbo-
no después de laincubacién, en conjunto aun aumento en
los contenidos de lignina 'y extraibles totales.

L as cepas seleccionadas, T. pseudokoningii y W.
multispora tuvieron una mayor actividad bioldgica so-
bre la pgja de trigo en comparacion a la cepa control T.
versicolor lo que se determind por una disminucion en el

pH del sustrato y un aumento del contenido de cenizas
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