Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XXIV, N° 5, 443 - 453, 2014

EFECTO DE LA BIO-DEGRADACION CON CEPAS NATIVAS DE
Pleurotus djamor, RN81 Y RN82, SOBRE PARAMETROS QUIMICOS
Y DEGRADABILIDAD in situ DE SUSTRATOS LIGNOCELULOSICOS

Effect of Biodegradation With Native Strains of Pleurotus djamor, RN81 and RN82,
on Chemical Parameters and in situ Degradability of Lignocelulosic Substrates

Manuel Humberto Ruiloba "', Aracelly Vega ', Heriberto Franco ', Carlo Solis 2 y Ramén Florencio Garcia-Castillo ®

"Universidad Auténoma de Chiriqui (UNACHI), Facultad de Recursos Naturales, David, Chiriqui, Panama.
2Universidad de Panama, Facultad de Ciencias Agropecuarias, David, Chiriqui, Panama. 3Universidad Autonoma Agraria
Antonio Narro, Departamento de Nutricion Animal, Buenavista, Saltillo, Coahuila, México. * mruiloba15@hotmail.com

RESUMEN

El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto del proceso de culti-
vo de dos cepas nativas de Pleurotus djamor (RN81 y RN82) y
una cepa extranjera Pleurotus pulmonarius (RN2) sobre la bio-
degradacion de la paja de arroz, rastrojo de maiz y tuza de
maiz en términos de la composicion quimica y degradabilidad
ruminal. Estos forrajes fueron manejados siguiendo un procedi-
miento para la produccién comercial de hongos, que incluyé la
pasteurizacién del sustrato a 85°C y por 80 minutos e inocula-
cién con las cepas de hongos, incubacion y cosecha, con un
tiempo total del proceso de 45 dias. Los sustratos post cosecha
fueron sometidos a analisis quimico y prueba de degradabilidad
ruminal in situ. Las tendencias de comportamiento indican que,
el proceso de cultivo de los hongos disminuyd la concentracion
de los parametros quimicos (ceniza, proteina cruda, fibra en de-
tergente neutro, fibra en detergente acido, hemicelulosa, celulo-
sa, lignina) en los sustratos bio-degradados. En el sustrato no
tratado y bio-degradado la paja de arroz present6 la mayor de-
gradabilidad in situ. El proceso de cultivo de las cepas de Pleu-
rotus spp. mejoro la degradabilidad in situ de la materia seca de
la paja de arroz y rastrojo de maiz, sin diferencia significativa
(P=0,05) entre cepas, no asi la de la tuza de maiz. En cambio,
la degradabilidad in situ de los componentes quimicos fue mejo-
rada por la RN2, excepto la hemicelulosa, disminuida por la
RN81 y afectada en forma variada por la RN82. Se concluye
que, al igual que la RN2, las cepas nativas mejoraron la calidad
nutritiva de la paja de arroz y rastrojo de maiz bio-degradado,
no asi la de la tuza de maiz bio-degradada.

Palabras clave: Pleurotus djamor, Pleurotus pulmonarius, bio-
degradacion, desecho fibroso.
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ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of the process of grow-
ing two native strains of Pleurotus djamor (RN81 and RN82) and
foreign strain Pleurotus pulmonarius (RN2) on biodegradation of
rice straw, corn stover and corn gopher in term of chemical com-
position and ruminal degradation. These substrates were han-
dled following a procedure for commercial production of fungi, in-
cluding pasteurization of the substrate at 85°C for 80 minutes
and inoculated with the strains of fungi, incubation and harvest-
ing, with a total process time of 45 days. Post harvested sub-
strates were subjected to chemical analysis and in situ ruminal
degradability. Behavior trends indicate that the process of culti-
vation of mushrooms decreased concentration of the chemical
parameters (ash, crude protein, neutral detergent fiber, acid de-
tergent fiber, hemicellulose, cellulose and lignin) in the bio-
degraded substrates. In the no treated and bio-degraded sub-
strate rice straw had the highest in situ degradability. The pro-
cess of cultivation of Pleurotus spp strains improved in situ de-
gradability of dry matter of rice straw and corn stover, without
significant difference (P=0,05) between strains, but not in the
case of corn gopher. In contrast, the in situ degradation of the
chemical components was improved by the RN2, except hemi-
cellulose, which was diminished by RN81 and variously affected
by the RN82. It is concluded that in the same manner as RN2,
native strains improved the nutritional quality of rice straw and
corn stover, but not the corn gopher.

Key words: Pleurotus djamor, Pleurotus pulmonarius, biode-
gradation, fibrous, waste.

INTRODUCCION

En Panama se han recolectado cepas silvestres de
Pleurotus djamor, las cuales fueron estudiadas en términos de
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su capacidad de produccién de cuerpos fructiferos en sustra-
tos de paja de arroz (Orizae sativa) y pulpa de café (Coffea
arabica), destacandose las cepas identificadas como RN81 y
RN82, las que presentaron valores de eficiencia biolégica en-
tre 57,7y 72,7 %, aceptables para uso comercial [50].

El cultivo de hongos representa una alternativa de bio-
conversion de los desechos lignocelulésicos [11], ya que durante
su crecimiento y desarrollo degrada celulosa, hemicelulosa vy lig-
nina, haciéndolos més digeribles a los rumiantes. Las especies
de Pleurotus son una de las mejores degradadoras de materiales
lignocelulésicos, reportandose reducciones hasta del 80% en la
lignina, celulosa y hemicelulosa [24, 30], por medio de la degra-
dacién con enzimas externas como la lacasa, manganeso peroxi-
dasa y lignina peroxidasa [26, 30, 43]. Con estas especies se
han utilizado diferentes sustratos lignocelulésicos como la paja
de arroz [26], paja de trigo (Triticum aestivum) [41], paja de ceba-
da (Hordeum vulgare) [18], rastrojo de maiz (Zea mays) [19, 26,
41] tuza de maiz [10]; rastrojo de tomate (Solanum lycopersicum)
[44]; pasto estrella (Cynodon nlemfuensis) [5] y otros. Sin embar-
go, los resultados obtenidos indican efectos variables sobre el
sustrato, lo que parece depender de su composicion, duracion
del tiempo de cultivo y de la cepa [27, 33, 35]; excepto el efecto
positivo consistente sobre el incremento en el contenido de pro-
teina cruda en el sustrato [26, 35, 36].

Se ha encontrado que la disminucién del complejo ligno-
celulésico en forrajes conlleva un aumento en la digestibilidad
y consumo en rumiantes [1, 9, 35, 40, 51]. El crecimiento del
hongo en la paja parece no afectar la fermentacion ruminal, ni
el desarrollo de los microorganismos ruminales, ya que Monta-
fiez y col. [35] y Jalc y col. [25], no encontraron diferencias sig-
nificativas en parametros ruminales como el pH, N amoniacal y
acidos grasos volatiles, en paja de trigo no tratada y tratada
con Pleurotus.

Dentro del proceso de produccion de hongos comestibles,
el objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de las cepas nativas
RN81 y RN82 sobre la composicion quimica y calidad nutricional
de la paja de arroz, rastrojo de maiz y tuza de maiz, como forra-
jes bio-degradados para la alimentacion de rumiantes.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en la planta de hongos comestibles
de la Universidad Autdbnoma de Chiriqui (UNACHI), en David,
Chiriqui, Panama. Se estudiaron dos cepas (CEP) nativas
(RN81 y RN82) y una control (RN2) y los sustratos lignocelulo6-
sicos (SU) paja de arroz (PA), rastrojo de maiz (RM) y tuza de
maiz (TM) utilizando un disefio completamente al azar con un
arreglo factorial 3 x 3 y tres repeticiones por tratamiento. Las
cepas nativas RN81 y la RN82 de la especie Pleurotus djamor
fueron colectadas en la granja del Centro Pastoral Santa Fé,
Darién, Panama, en septiembre 2002 y la cepa RN2, de la es-
pecie Pleurotus pulmonarius, procedié de los Estados Unidos
de Norteamérica (EUA). Estas cepas se mantienen en el cepa-
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rio del Centro de Investigacion en Recursos Naturales de la
UNACHI, a 25 £+ 1°C, en un medio Agar Papa Dextrosa (EMD
Chemicals Inc., EUA), con transferencia mensual. Los sustra-
tos fueron obtenidos en cultivos comerciales de arroz bajo
inundacion y de maiz, cosechados mecanicamente, los que
se colectaron el mismo dia que se realizé6 su cosecha. Inme-
diatamente después, éstos se secaron al sol hasta una hume-
dad en la paja de arroz, rastrojo de maiz y tuza de maiz de
10, 20; 10, 80 y 11,98 %, respectivamente, y se guardaron en
sacos bajo techo.

Para el proceso de bio-conversion de produccion de
hongos, la PA y RM fueron picadas manualmente hasta un ta-
mafio de particula de 2 cm aproximadamente y la tuza de
maiz fue molida utilizando un molino de martillo (Muyang,
TWLY Serie impulsador alimentador, Muyang Inc., China)
hasta un tamafo de particula de 2 a 3 cm. Para la pasteuriza-
cion de los sustratos y en base a las repeticiones establecidas
por tratamiento, estos se colocaron en canastas que se su-
mergieron en agua caliente a 85°C durante 80 minutos (min);
inmediatamente después se pusieron a drenar durante toda la
noche y luego se colocaron en un cuarto libre de contamina-
cion hasta que los sustratos se enfriaron a la temperatura am-
biente de alrededor de 28°C [50]. Bajo estas condiciones, la
PA, RM y TM lograron una humedad de 73,40; 74,87 y 62,17
%, respectivamente.

El in6culo de cada cepa se prepar6d en base a la metodo-
logia de Gaitan-Hernandez y col. [18] utilizando sorgo forrajero
(Sorghum vulgare). Para esto se prepararon muestras de in6-
culo (1 cm? de micelio en PDA/200 g de semilla de sorgo forra-
jero hidratado y esterilizado) que se colocaron en un cuarto de
incubacién bajo oscuridad a 23 + 1°C, lograndose el inéculo
primario. Para la inoculacion o siembra de los sustratos se
mezcl6 la semilla de sorgo recubierta con el micelio (60 g) con
1,0 kg de sustrato pasteurizado (6 % de inoculacion, en base a
peso fresco) y se colocd en una bolsa plastica. Con cada cepa
se inocularon 15 bolsas, las que se incubaron en un cuarto lim-
pio, libre de contaminantes, oscuro y a temperatura de 23 +
1°C. Bajo estas condiciones, las bolsas permanecieron por 15
dias (d), permitiendo descartar las bolsas contaminadas basi-
camente por Trichoderma. Luego se acondicionaron en el area
de produccién, a una humedad relativa entre 80 a 95%, tempe-
ratura de 24°C y luminosidad e intercambio gaseoso adecuado.
Bajo estas condiciones, las bolsas se mantuvieron por 30 d,
realizandose tres cosechas del cuerpo fructifero.

Se tomaron muestras del sustrato no tratado (tres/sus-
trato) y del bio-degradado (dos/sustrato/repeticion) para anali-
sis de materia seca (MS), ceniza, proteina cruda (PC) [6], fi-
bra detergente neutra (FDN), fibra detergente acida (FDA), lig-
nina acido detergente (LAD), celulosa (CEL) y hemicelulosa
(HEM) [22] y determinacion de la degradabilidad ruminal in
situ (D) de la MS [32].

Como parametro de evaluacion del efecto del proceso
de produccion del hongo sobre el sustrato se utilizé la diferen-
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cia porcentual resultante en la concentracion de un parametro
quimico del sustrato bio-degradado con respecto al sustrato no
tratado (CCBsf), en base a la siguiente relacién: CCBsf, % =
((- CPsf + CPsb)/CPsf)*100, donde CPsf es la concentracion
del parametro en el sustrato no tratado y CPsb la concentra-
cion de éste en el sustrato bio-degradado, base seca, de tal
forma que un valor positivo o negativo de CCBsf indica un au-
mento o disminucidén en la concentracion del parametro en el
sustrato bio-degradado, respectivamente.

Para la determinacion de la degradabilidad in situ (D) se
utilizoé la técnica de Mehrez y @rskov [33]. Los sustratos se co-
locaron en bolsas de nylon (10,5 x 23,0 cm y porosidad 1200
orificios/cm?) y éstas en sacos de malla de nylon (30 x 30 cm,
con orificios de 0,56 x 0,5 cm), las que se incubaron en el ru-
men de un bovino (Bos indicus) adulto con fistula ruminal, ali-
mentado a base de pastoreo rotacional (5 d de pastoreo y 20 d
de descanso) en Brachiaria dictyonuera, fertilizada, y libre ac-
ceso a agua y una mezcla mineral. Se utilizaron dos sacos de
malla y cada tratamiento se incub6 en duplicado encada saco
de malla, a tiempos de incubacioén (Tl) de 0;48 y 72 horas (h).
En cada bolsa se introdujeron aproximadamente 5,0 g de
muestra, pesadas en una balanza analitica (modelo XPE,
Mettler Toledo). Adicional a las muestras correspondientes a la
bio-degradacion, en igual forma se incubaron muestras no tra-
tadas de los diferentes sustratos. Para la comparacion de la D
entre sustratos no tratados se utilizé un disefio de bloques al
azar con arreglo factorial 3 x 3 (SU y Tl) y entre sustratos bio-
convertidos un disefio de bloques al azar con arreglo factorial
3 x3x3 (SU, CE y TI), donde la bolsa de malla constituy¢ el
bloque (BL). En total se incubaron 36 bolsas/saco de malla.
Una vez cumplido el tiempo de incubacion se extrajo del saco
de malla las correspondientes bolsas, que inmediatamente
fueron lavadas con abundante agua de la llave hasta que el
agua saliera incolora. Las bolsas correspondientes al tiempo
cero se introdujeron en el rumen por espacio de cinco segun-
dos y se lavaron igual que las otras. Las bolsas lavadas se se-
caron en el horno de aire (QL, modelo 40 GC, Quincy Lab Inc.,
Chicago, EUA) a 65°C por 48 h y luego se pesaron en una ba-
lanza analitica (modelo XPE, Mettler Toledo) para determinar
por diferencia la cantidad de materia seca (MS) o componente

quimico desaparecido y calcular el nivel de D en el tiempo fija-
do. El efecto del proceso de produccién de hongo sobre la D
de la MS del material bio- degradado se estimé utilizando la
siguiente relacién: DBsf, % = ((- CPsf + Cpsb)/ CPsf)*100.

Cada variable independiente se sometié a un analisis
de normalidad utilizando la prueba de Shapiro-Wilk [29] y pos-
teriormente a un analisis de varianza, utilizando el programa
de analisis computacional SAS (46). Se utiliz6 una prueba de
rangos multiples de Tukey (« =0,05) o diferencia minima signi-
ficativa para identificar diferencias entre medias.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de la bio-degradacion sobre parametros qui-
micos de los sustratos

El contenido de los parametros lignocelulésicos y ceniza
obtenido para la PA no tratada estan dentro de rangos repor-
tados [4, 7, 23, 42, 45], excepto la PC, que fue superior a va-
lores reportados por estos autores, 3,20 y 6,24 %, base seca
(TABLA 1). Esta diferencia parece deberse a contaminacion
del follaje del arroz con residuos de fertilizantes nitrogenados,
ya que éste se cultivd bajo el sistema de fangueo. Sin embar-
go, la PC del arroz resultd dentro de sus rangos normales,
después de la pasteurizacion en agua caliente, con un valor
promedio de 6,33 (+ 0,498) %, lo que indica que el material
parece haberse contaminado durante el periodo de cultivo o
cosecha con una fuente de nitrogeno soluble en agua, ejem-
plo urea. La composicion quimica del RM y TM no tratados
también estan dentro de los rangos reportados en la literatura
[17, 31, 39, 48]. Con el proceso de pasteurizacion, estos resi-
duos también disminuyeron su contenido de PC, aunque en
menor grado que la PA, obteniéndose valores promedio de
4,88 (£ 0,392) y 3,53 (+ 0,195) %, respectivamente. En gene-
ral, los residuos fibrosos de cultivos agricolas presentan varia-
cion en su composicién quimica [4].

Los sustratos no tratados presentaron diferencia signifi-
cativa (P<0,05) en el contenido de PC (TABLA 1), pero tam-

bién al pasteurizarlos (P<0,05), lo que pudo afectar la produc-
cion de hongo y bio-degradacion de los sustratos, ya que se

TABLA |
COMPOSICION QUIMICA DE LOS SUSTRATOS NO TRATADOS, BASE SECA (%) "
Sustrato Ceniza Proteina Fibra Fibra Hemi- Celulosa Lignina Contenido
cruda detergente  detergente celulosa celular
neutra acida
Paja de arroz 15,27° 11,05° 66,38° 36,75° 29,63° 33,70° 3,38° 33,622
+0,08 + 0,36 + 069 +1,10 £ 0,40 +0,35 +0,77 + 0,69
Rastrojo de maiz 8,50" 6,54 70,61° 41,80° 28,80° 38,25° 3,56° 29,39°
+0.17 + 0,36 +0,39 +0,30 + 0,40 + 0,46 +0,27 +0,34
Tuza de maiz 2,76° 3,99° 81,60° 38,96° 42,64° 35,73 3,23% 18,40°
+ 0,06 +0,18 +1,49 + 0,63 +0,90 +0,38 + 0,25 +1,49

(" valores con letras no iguales dentro de columna difieren estadisticamente (prueba de Tukey, «=0,05).
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han reportado requerimientos especificos de nitrégeno en el
sustrato para hongos, como es el caso del Pleurotus eryngii
con un requerimiento de 1,1 % de N equivalente a 6,87% de
PC (llbay, M. E., citado por Kurt y Buyukalaca [28]. Ademas,
es posible que aspectos estructurales de la PC del sustrato
también afecten su utilizacién por el hongo. El contenido de
cenizas difiri6 (P<0,05) entre sustratos (TABLA 1), principal-
mente con respecto a la PA, lo que dependiendo de la compo-
sicién mineral, también pudo influir en la bio-degradacion, ya
que se ha reportado requerimientos especificos de elementos
minerales tales como el P, K, Ca y Mg [8], entre otros.

En cuanto a los componentes de la fraccion lignocelulo-
sica se obtuvo diferencia entre sustratos (P=<0,05), excepto
con la lignina (TABLA ), resultando el RM con mayores nive-
les de celulosa y hemicelulosa, carbohidratos que en conjunto
con la lignina basicamente proveen la energia al hongo para
su crecimiento y producciéon. Sin embargo, este componente
no solo es importante en términos cuantitativos, también se ha
indicado que su estructura tiene un papel importante en el po-
tencial enzimatico del hongo sobre el sustrato [15]. La PA re-
sultdé con el nivel mas bajo de FDN, lo que corresponde a un
mayor contenido celular (CC), fraccion integrada por compo-
nentes solubles, altamente digestibles a nivel ruminal. Tam-
bién se ha indicado que a un menor nivel de FDN, el forraje
presenta una mayor digestibilidad, menor tiempo de retencién
y fermentacion ruminal [47].

El ANOVA para los parametros quimicos de los sustratos
residuales bio-degradados indicé que la concentraciéon de ceni-
za, PC, FDA, celulosa y lignina resultaron afectadas por la inte-
racciéon CEP*SUS (P<0,01), la FDN por la CEP (P<0,0001) y
la hemicelulosa por la CEP y SUS (P<0,0001). En la TABLA Il
se presenta las medias ajustadas por cuadrados minimos para
CEP*SUS, donde se observa que las cepas no presentaron
efecto sobre la concentracién de ceniza de los sustratos bio-
degradados, excepto RN2 en la PA, produciendo una menor
concentracion (P<0,05) que las otras cepas, lo que pudo de-
berse a una mayor incorporacién de minerales al cuerpo fructi-
fero o menor desaparicion o metabolizacion de materia organi-
ca. La PC fue afectada por la RN2 (P<0,05) en la PA 'y TM,
con concentraciones menores a las obtenidas con las cepas
nativas, lo que pudo estar relacionado con una mayor incorpo-
racion de N al cuerpo fructifero o a tallos y micelios residuales
en el sustrato bio-degradado con la cosecha [12, 13]. La FDN
solo presenté diferencia entre cepas en el RM, donde RN2 pro-
dujo un menor nivel que las otras cepas (P<0,05), lo que pue-
de indicar menor actividad u utilizacién metabdlica de esta frac-
cion. Al considerar el efecto de las cepas sobre los componen-
tes de la FDN se observo patrones variados, destacandose los
niveles mas bajos de hemicelulosa con la RN2.

La relacion celulosa/lignina (C/L) promedio en los sus-
tratos bio-convertidos fue 23,41; 9,40 y 9,30 para la PA, RM y
TM, respectivamente. Esta relacién, utilizada como un indica-

TABLA Il
MEDIAS AJUSTADAS POR CUADRADOS MINIMOS PARA LA CONCENTRACION DE LOS PARAMETROS QUIMICOS
EN LOS SUSTRATOS BIO-DEGRADADOS, BASE SECA (%) "

Cepa Sustrato Ceniza  Proteina Fibra Fibra Hemi- Celulosa  Lignina  Contenido
cruda detergente  detergente  celulosa celular
neutra acida
RN2 Paja de arroz 24,412 9,242 45,632 32,412 13,222 31,63% 0,782 54,37%
+1,69 +0,34 +1,91 +0,57 +1,35 +0,59 +0,12 +1,91
RN81 Paja de arroz 23,79° 9,05° 43,922 27,86° 16,06° 25,93° 1,93 56,072
+1,19 +0,41 +0,78 +0,82 +0,43 +0,90 +0,11 +0,78
RN82 Paja de arroz 21,09° 7,87° 47,922 32,072 15,85®  30,20%® 1,88°" 52,07¢
+1,82 +0,11 +1,37 +0,50 +1,72 +1,75 +0,18 +1,37
RN2 Rastrojo de maiz ~ 8,63° 5,85° 57,44° 38,28° 19,15¢ 35,412 2,87% 42,56°
+0,43 +0,22 +2,24 +227 +0,04 +1,94 +0,41 +2.24
RN81 Rastrojo de maiz ~ 9,74° 5,72% 60,14°° 38,65° 21,45% 34,152 4,50° 39,86¢
+0,26 +0,32 +0,34 + 0,40 +0,20 +0,20 +0,26 +0,34
RN82 Rastrojo de maiz ~ 9,57° 5,86° 60,82° 39,66% 21,15' 35,392 4,26" 39,18°
+0,29 +0,33 +1,41 + 0,64 +1,15 +0,69 +0,20 +1,41
RN2 Tuza de maiz 1,78° 4,13° 75,45¢ 37,69 37,76° 34,082 3,60¢ 24,95°
+0,13 +0,71 +1,43 +0,58 +0,94 +0,47 +0,12 +1,43
RN81 Tuza de maiz 2,03° 5,18 76,76° 35,43% 40,32" 31,912 3,529 24,24°
+0,11 +0,32 +2,98 +2,25 +1,17 +1,88 +0,37 +2,98
RN82 Tuza de maiz 2,30° 5,75% 75,79¢ 35,14 40,65" 31,94% 3,209k 24,21°
+0,17 +0,30 +2,24 +1,46 +0,79 +1,15 +0,36 +2,24

(™ valores con letras no iguales dentro de columna difieren estadisticamente (prueba de diferencia minima significativa, ¢=0,05).
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dor de delignificacion [49] indica que, el hongo degradé o utili-
z6 en mayor grado la lignina en la PA, lo que mejoraria su cali-
dad nutritiva en rumiantes, ya que ésta puede limitar la accién
de los microrganismos ruminales sobre la celulosa y hemicelu-
losa [52]. A nivel de cepas, la relacion C/L promedio fue de
20,80; 10,03 y 11,26 para RN2, RN81 y RN82, respectivamen-
te, demostrando que el P. pulmonarius (RN2) presentd mayor
capacidad degradativa de la lignina que las cepas nativas de
P. djamor. La mayor C/L se obtuvo con la RN2 actuando sobre
la PA, con un valor de 40,60.

En cuanto a CCBsf, el ANOVA indico efecto significativo
de CEP*SUS (P=<0,047) sobre la ceniza, PC, FDA, celulosa y
lignina, igualmente el SUS sobre la FDN (P<0,0001) y hemi-
celulosa (P<0,0001) y la CEP sobre la hemicelulosa
(P=<0,0001). En general, la concentracion de los parametros
quimicos en los sustratos bio-degradados disminuy6 con res-
pecto al estado no tratado (TABLA IIl). Independientemente de
la cepa, el mayor nivel de cambio ocurrié en la PA y el menor
en la TM. Estas diferencias pueden estar relacionadas con el
tamafio de la particula de los sustratos, pero también con la
densidad de la particula y naturaleza de sus componentes qui-
micos. Zhang y col. [52] reportaron para la PA cultivada con
Pleurotus sajor-caju mejores respuestas con el material molido
que picado y con el material molido a un tamafio de particula
de 2,5 cm que a 0,5 cm, pero sin diferencia con el material pi-
cado a un tamario de particula de 2,5y 5,0 cm.

En la PA, las cepas produjeron un incremento en la ce-
niza, con un mayor efecto de RN2 y RN81. Este efecto puede
deberse a una menor incorporacion de minerales en el cuerpo
fructifero, pero también a una mayor desaparicion de materia
organica durante el proceso de pasteurizacion y bio-conver-
sion. Este aumento no favorece su calidad nutritiva, ya que
este forraje es alto en silice, alrededor del 71,5 % de la ceniza
[52], que afecta negativamente la digestion ruminal [2]. En

cambio, la TM presenté valores negativos de CCBsf para la
ceniza, lo que puede relacionarse con una mayor incorpora-
cion de minerales al cuerpo fructifero o pérdida de estos du-
rante la pasteurizacion.

Las tres cepas produjeron valores negativos de CCBsf
para la PC en la PA y RM, contrario con lo reportado para otras
cepas Y sustratos [26, 35, 36]. En cambio, la TM present6 valo-
res positivos de CCBsf para la PC, principalmente con las ce-
pas nativas. La produccién de cuerpos fructiferos implica una
extraccién de nitrégeno del sustrato, por lo que algunos autores
indican que, este aumento en PC del sustrato bio-degradado
se debe a residuos de tallos y cuerpos fructiferos del hongo en
el sustrato [12,13]. Por otro lado, la TM presentd la mayor rela-
cién C/N en el material fresco (27,81; 50,88 y 88,47 para la PA,
RM y TM, respectivamente), lo que pudo favorecer una mayor
concentracién micelial, ya que relaciones altas de C/N favore-
cen el crecimiento del micelio [20]. En el proceso de produccién
del hongo, la PC de la PA disminuy6 de 11,05 a 8,72 %, siendo
este Ultimo nivel, superior al éptimo establecido para una ade-
cuada actividad microbiana ruminal [34]. En cambio, el RM y la
TM sufrieron cambios con niveles finales de PC en el material
bio-degradado por debajo de este 6ptimo ruminal.

En general, las cepas produjeron valores negativos de
CCBsf para los componentes lignocelulésicos, destacandose
en la PA el efecto de la RN2 sobre la hemicelulosa y lignina y
de la RN81 sobre la celulosa (TABLA IIl). También hay que
destacar el efecto de las cepas sobre la lignina en el RM y
TM, con valores positivos de CCBsf, lo que puede ser un indi-
cativo de un mayor caracter indigerible de esta fraccién en es-
tos sustratos, que al disminuir los otros componentes de la
MS durante el proceso de pasteurizacién y bio-conversion, su
concentracion aumenté en el material residual bio-degradado.

En la PA, las tendencias de cambio indicadas por
CCBsf para los diferentes parametros quimicos son similares

TABLA 1l
MEDIAS AJUSTADAS POR CUADRADOS MINIMOS PARA EL CAMBIO % EN LA CONCENTRACION DE PARAMETRO
QUIMICO DEL SUSTRATO BIO-DEGRADADO CON RESPECTO AL SUSTRATO NO TRATADO (CCBsf)

Cepa Sustrato Ceniza Proteina Fibra Fibra Hemi- Celulosa  Lignina  Contenido
cruda detergente  detergente  celulosa celular
neutra acida
RN2 Paja de arroz 59,9 -16,3%f -31,22 -11,72 -55,42 -6,14° -73,8° 61,7°
RN81 Paja de arroz 55,8° -18,0%" -33,8% -24,2° -45,8° -23,0° -33,1% 66,8°
RN82  Pajade arroz 38,0° -28,79™M -27,8' -12,7° -46,5¢ -65,4° -35,0°M 54,9°
RN2 Rastrojo de maiz 1,6° -10,1%° -18,6" -8,4%° -32,5° -7.4° -19,4" 44,7%
RN81 Rastrojo de maiz 14,7¢ -12,3% 14,8 -7,5% 2541 -10,72 27,3%%9 35,6™
RN82  Rastrojo de maiz ~ 12,6™ -10,1% -13,9¢ -5,1°f -26,5' 7,47 20,0% 33,3
RN2 Tuza de maiz -35,6° 4,0 -7,5° -3,2% -11,4%° -4,6 12,1 34,2
RN81 Tuza de maiz -26,2% 30,0° -7,1° -9,0%" -5,4% -10,7° 9,0%% 32,5
RN82  Tuza de maiz -16,5' 44,4% 7.1° -9,8% -4,6° -10,6° 0,0%* 32,2

(" valores con letras no iguales dentro de columna difieren estadisticamente (prueba de diferencia minima significativa, @=0,05).

447



Efecto de la bio-degradacion con cepas de P. djamor, RN81 y RN82, sobre sustratos lignocelulésicos / Ruiloba, M. y col.

a las reportadas por Zhang y col. [52] , al utilizar Pleurotus sa-
jJor-cju, excepto para la lignina. Con RM, las tendencias de
cambio son similares a las obtenidas por Darwish y col. [14]
con Pleurotus ostreatus, excepto la ceniza que sufrié un au-
mento en el presente trabajo. Akinfemic y col. [3] reportaron
tendencias de cambio similares a las del presente trabajo para
la PC y fraccion lignocelul6sico de la TM.

Efecto de la bio-degradacion sobre la degradabilidad
in situ de los sustratos

El ANOVA para la D de los sustratos no tratados no indi-
cé efecto de bloque (P=0,05), pero si de la interaccion SU*TI
para la MS y parametros quimicos (P<0,02), excepto la ligni-
na, que resulté afectada solo por Tl (P<0,02). En la TABLA IV
se presentan las medias ajustadas por cuadrados minimos
para el efecto de SU*TI, donde se observa que la D para la
MS y parametros quimicos aumenté en funcién de TI, no asi la
lignina que no result6 degradada, situacion propia de su carac-
ter poco digerible a nivel ruminal. El valor mas alto de D para
la MS se obtuvo con el RM, 61,1 % a las 72 h de incubacion, y
no se espera aumentos apreciables a un mayor tiempo de in-
cubacién, ya que los forrajes de baja calidad requieren de 48 a
72 h para lograr su maximo nivel de degradacion ruminal [37],
lo que implica que una alta proporcion de estos forrajes podria
permanecer en el rumen por mas tiempo, disminuyendo la
tasa de pasaje y consumo, afectando la calidad nutritiva del fo-
rraje. En los tres sustratos, en las primeras 48 h de incubacion,
la D aumenté a una mayor tasa que la obtenida entre las 48 y
72 h de incubacion, lo que esta de acuerdo con el caracter
asintotico de la D en funcion del tiempo [32]. EI RM presento
los valores mas altos de D para la MS, FDN, FDA, hemicelulo-
sa y celulosa; en cambio, la TM presenté los valores mas ba-
jos. En el caso de la PC, la D fue mayor para la PA, destacan-
dose el valor obtenido a Tl = 0 h, lo que puede asociarse con

la fraccion de N no proteico, que aparentemente contaminé a
este sustrato a nivel de campo. En general, los valores obteni-
dos de D son comparables con valores de digestion reporta-
dos para estos forrajes [3, 16, 17, 21].

La D del material bio-degradado no present6 efecto de
bloque sobre la MS y parametros quimicos (P=0,05); en cam-
bio, hubo efecto de CE*TI (P<0,0001), SU*TI y CE*SU
(P=<0,04) sobre estos parametros, excepto la lignina
(P=0,05). Al analizar las medias ajustadas por cuadrados mi-
nimos de CE*SU (TABLA V) se observa que la MS y compo-
nentes quimicos de los tres sustratos sufrieron una mayor D
con la RN2, pero presentaron efectos variados con la RN81 y
RN82, aunque la PC present6 una D alta con la RN81. Inde-
pendientemente de la cepa, la celulosa resulté con una mayor
D que la hemicelulosa, lo que también se observé en el mate-
rial fresco (TABLA IV). En los sustratos bio-degradados, la lig-
nina no present6 degradacion a nivel ruminal; sin embargo, la
CCBsf presentd valores negativos con las tres cepas a nivel
de la PA, lo que indica que el hongo degradé y utilizé parte de
ésta lignina, pero la lignina residual bio-degradada no fue sus-
ceptible a la accién ruminal. Es posible que esta lignina resi-
dual haya afectado negativamente la degradabilidad de los
otros componentes lignocelulésicos, ya que gran parte de
esta se encuentra fuertemente ligada a los otros carbohidra-
tos de la pared celular [38].

Al considerar el cambio en la D del material bio-degra-
dado con respecto al no tratado (CDBsf), la MS resulté afecta-
da por CE*Tl y SU*TI (P<0,0001), al igual que la mayoria de
los parametros quimicos; solo la PC y FDA resultaron afecta-
das por CE*SU. Practicamente a Tl = 0 h las cepas resultaron
con valores positivos de CDBsf para los parametros evalua-
dos, excepto la hemicelulosa (TABLA VI), lo que indica que
durante el proceso de produccion del hongo los sustratos su-
frieron degradacion de la MS a compuestos solubles de facil

TABLA IV

MEDIAS AJUSTADAS POR CUADRADOS MIiNIMOS PARA EL EFECTO DE LA INTERACCION CEPA POR TIEMPO
DE INCUBACION RUMINAL (CE*Tl) SOBRE LA DEGRADABILIDAD IN SITU (D, %) DE LA MATERIA SECA
Y PARAMETROS QUIMICOS DE LOS SUSTRATOS NO TRATADOS!"

Sustrato Tiempo de Materia Proteina Fibra Fibra Hemi- Celulosa Lignina
incubacion seca cruda detergente detergente celulosa
(hora) neutra acida
Paja de arroz 0 17,6° 51,62 6,42 4,62 8,72 9,32 0,0%
Paja de arroz 48 45,8° 60,7> 41,0° 427" 38,9 48,4° 0,0°
Paja de arroz 72 51,1° 64,6 49,4° 52,1° 46,0° 58,1° 0,0°
Rastrojo de maiz 0 15,9% 33,4% 3,9° 3,6 4,2° 7,72 0,0°
Rastrojo de maiz 48 47,3° 56,3 37,8° 35,2° 41,6° 41,7° 0,0°
Rastrojo de maiz 72 61,1° 54,12 57,4° 58,7' 55,5° 62,6° 0,0
Tuza de maiz 0 13,6™ 27,7° 3,0° 2,0° 4,8° 8,3? 0,0
Tuza de maiz 48 42.6° 22,5° 38,8° 38,4° 39,1° 46,9° 0,0
Tuza de maiz 72 49,3° 29,4° 46,9° 48,5¢ 454° 541" 0,0°

() valores con letras no iguales dentro de columna difieren estadisticamente (prueba de diferencia minima significativa, @=0,05).
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TABLA 'V
MEDIAS AJUSTADAS POR CUADRADOS MINIMOS PARA EL EFECTO DE LA INTERACCI(:)N CEPA POR SUSTRATO
(CE*SU) SOBRE LA DEGRADABILIDAD IN SITU (D, %) DE LA MATERIA SECA Y PARAMETROS QUIMICOS
DE LOS SUSTRATOS BIO-DEGRADADOS"

Cepa Sustrato Materia Proteina Fibra Fibra Hemi- Celulosa Lignina
seca cruda detergente  detergente celulosa
neutra acida
RN2 Paja de arroz 56,5° 67,42 45,12 51,72 29,62 57,6 0,0
RN81 Paja de arroz 52,7° 53,5 26,5° 27,1° 25,0° 31,7¢ 0,0°
RN82 Paja de arroz 51,9¢ 29,6% 30,4° 30,99 29,8° 35,59 0,0°
RN2 Rastrojo de maiz 43,8° 66,8° 33,2° 38,0° 25,1° 442° 0,0°?
RN81 Rastrojo de maiz 39,5° 61,6% 16,1° 15,6° 17,3° 19,3° 0,0°
RN82 Rastrojo de maiz 39,0° 32,2° 21,6" 20,5" 22,7° 24,2 0,0°
RN2 Tuza de maiz 33,4° 61,22 38,2° 44 6° 24,4° 49,2° 0,0°
RN81 Tuza de maiz 31,6° 53,9° 17,7° 18,0° 18,3° 241" 0,0
RN82 Tuza de maiz 33,3 22,1 24,2 23,9° 24,5° 31,4° 0,0°

(M valores con letras no iguales dentro de columna difieren estadisticamente (prueba de diferencia minima significativa, @=0,05).

TABLA VI
MEDIAS AJUSTADAS POR CUADRADOS MINIMOS PARA EL EFECTO DE INTERACCION CEPA POR TIEMPO
DE INCUBACION RUMINAL CE*Tl) SOBRE EL CAMBIO % EN LA DEGRADABILIDAD IN SITU DEL MATERIAL
BIO-DEGRADADO CON RESPECTO AL MATERIAL NO TRATADO (CDBsf) DE PARAMETROS QUIMICOS
DE LOS SUSTRATOS BIO-DEGRADADOS!"

Cepa Tiempo de Materia Proteina Fibra Fibra Hemi- Celulosa Lignina
incubacion seca cruda detergente detergente celulosa
(hora) neutra acida
RN2 0 62,6 35,5% 240,52 1317,02 -44.62 231,02 0,0°
RN2 48 39,6° 86,8"° 23,0° 39,6° -8,9° 28,0™ 0,0°?
RN2 72 24,3° 75,6™ 8,1 16,8° -16,2° 14,6° 0,0°
RN81 0 42,9° 48,7% -15,4%¢ 105,5° -33,5° 25,7 0,0
RN81 48 2,1° 61,22 -38,6 -39,9° -35,7° -39,9° 0,0°
RN81 72 -3,4% 28,0° -35,0% -36,4° -34,17 -34,7° 0,0
RN82 0 0,0° -31,0° 84,2' 320,3° 50,0° 53,6% 0,0
RN82 48 -14,6% -13,0° -23,4% -26,3° -20,8° -23,8° 0,0°?
RN82 72 -14,5° -44 49 -25,0% -28,4° -20,8° -24,3° 0,0°

(" valores con letras no iguales dentro de columna difieren estadisticamente (prueba de diferencia minima significativa, @=0,05).

digestion ruminal, que no fueron utilizados por el hongo; esto
contribuye al mejoramiento de la calidad nutritiva del material
residual. En general, con las diferentes cepas los valores de
CDBsf resultaron similares a las 48 y 72 h, lo que indica que si
el material permaneciera mas tiempo en el rumen no aumenta-
ria su degradacion y mas bien podria disminuir el consumo por
efecto de ocupacion o llenado ruminal. Independientemente de
TIl, ninguna de las cepas logré producir cambios en la degra-
dacion ruminal de la lignina del material bio-degradado con
respecto al no tratado.

Las cepas mejoraron la D de la MS de la PA y RM con
respecto al material fresco (CDBsf, TABLA VII), sin diferencia

significativa entre cepas (P=0,05), lo que representa un mejo-
ramiento nutricional de estos forrajes. Sin embargo, esta res-
puesta fue mayor con la PA (P=0,05), con un promedio de
46,8 % frente a 18,3 % para RM. Con TM, practicamente las
cepas no lograron producir un cambio en la D de la MS (TA-
BLA VII). En el caso de la PC, la RN2 produjo cambios positi-
vos a nivel de los tres sustratos, principalmente la TM, lo que
es importante, ya que estos forrajes presentan niveles bajos de
este nutriente, generalmente inferiores al minimo establecido
para un adecuado funcionamiento de la actividad ruminal [35].

Independientemente del sustrato, la RN2 y RN82 practi-
camente produjeron valores positivos de CDBsf en la fraccion
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TABLA VI
MEDIAS AJUSTADAS POR CUADRADOS MINIMOS PARA EL EFECTO DE LA INTERACCION CEPA POR SUSTRATO
(CE*SU) SOBRE EL CAMBIO % EN LA DEGRADABILIDAD IN SITU DEL MATERIAL BIO-DEGRADADO CON RESPECTO
AL MATERIAL NO TRATADO (CDBsf ) DE PARAMETROS QUIMICOS DE LOS SUSTRATOS BIO-DEGRADADOS!"

Cepa Sustrato Materia Proteina Fibra Fibra Hemi- Celulosa Lignina
seca cruda detergente  detergente celulosa
neutra acida
RN2 Paja de arroz 52,9 9,1°" 78,52 192,42 -18,82 117,9° 0,0
RN81 Paja de arroz 44,3° -13,4°1 -23,9% -5,9% -33,4° -9,9° 0,0°
RN82 Paja de arroz 43,2° -51,6° 28,6" 75,3° 12,0° 31,09 0,0
RN2 Rastrojo de maiz 19,5 39,4° 46,3 177,8° -26,7° 73,0° 0,0°
RN81 Rastrojo de maiz 20,2 35,7 -41,3%" -38,0° -38,0° -34,4% 0,0
RN82 Rastrojo de maiz 15,2 -29,5% -3,59 36,0% 10,3 -29,8% 0,0°
RN2 Tuza de maiz 1,0 149,6° 146,8° 1003,2° -24,3% 82,8 0,0°
RN81 Tuza de maiz -2,9° 115,7° -23,8° 73,0° -31,8° -4,6°™ 0,0°
RN82 Tuza de maiz -0,3%% -7,3% 10,7'9" 154,3" -13,7° 4,2%%" 0,0°

(valores con letras no iguales dentro de columna difieren estadisticamente (prueba de diferencia minima significativa, @=0,05).

lignocelulésica. En cambio, la RN81 produjo cambios negati-
vos en la mayoria de los componentes de esta fraccion, pero
mejoro6 la D de la MS de la PA y RM, lo que pudo deberse a la
contribucion de la fraccion soluble, que resultdé incrementada
por el proceso de bio-conversion. Sin embargo, ninguna de las
cepas logré producir cambios en la CDBsf de la lignina. Estos
resultados demuestran la accion compleja degradativa de los
hongos, lo que depende no solo de la capacidad enzimatica de
este, también de la naturaleza quimica y estructural del forraje.

La bio-conversion redujo la concentracion de lignina en
la PA con respecto al material no tratado, pero practicamente
la aument6 en el RM y TM (TABLA ll1), situacion que pudo de-
berse a degradacion en el primer caso y a un aumento de con-
centracion por disminucién de otros componentes en el segun-
do caso. En la PA esto implica capacidad del hongo para de-
gradar parte de la lignina, lo que no se logré con la microflora
ruminal. En el RM y TM, esta situacion pudo deberse a la natu-
raleza quimica o estructural de la lignina, que no permitié la
accioén degradativa del hongo ni de la microflora ruminal.

CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

Los mayores cambios en las concentraciones de los pa-
rametros quimicos de los sustratos bio-degradados con res-
pecto al sustrato no tratado ocurrieron en la paja de arroz, se-
guida en orden por el rastrojo de maiz y tuza de maiz.

En los sustratos bio-degradados, las cepas produjeron
cambios en parametros quimicos y degradabilidad ruminal de
la MS que favorecen la calidad nutritiva para rumiantes de la
paja de arroz y rastrojo de maiz, no asi de la tuza de maiz,
cuya degradabilidad ruminal no fue afectada.

El cultivo de hongos P. djamor RN81 y RN82, cepas na-
tivas de Panama y de P. pulmonarius RN2, cepa importada de
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EUA, disminuyeron en forma variable la concentraciéon de la
fraccion lignocelulésica de los sustratos, la cepa RN2 favore-
ci6 en mayor grado la degradabilidad ruminal de esta fraccion.

El estudio permitié obtener informacién sobre la capa-
cidad de bio-degradacion de forrajes lignocelulésicos de
dos cepas nativas de P. djamor, con potencial de utilizacion
en el mejoramiento de la calidad nutritiva de gramineas y
leguminosas bajo condiciones de fincas bovinas y de otros
rumiantes, ya que estas cepas son menos exigentes en
cuanto a condiciones de incubacién, lo que implica la posi-
bilidad que de desarrollo de una tecnologia de campo para
este proposito.
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