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ARTICULO CIENTIFICO

Hugo Jiménez' y
Edgar Benitez’

ABSTRACT

Title: Influence of sulphurum and type
of substrate on the growth of ruminal
fungi Neocallimastix frontalis and
Orpinomyces intercalaris

The study was aimed at evaluating in vitro
fungal colonization and specific enzyme acti-
vity (xylanase and cellulase) of Neocallimastix

frontalis H10001 and Orpinomyces intercalaris
H20013 rumen fungi on Brachiaria decumbens
and Pennisetum clandestinum leaves. Three
sodium sulphate levels (0%, 4% and 12% w/v)
were used for testing in vitro fungal coloniza-
tion and enzyme activity. Colonization was
evaluated by quantifying the number of
sporangia on leaf fragments. Enzyme activity
was determined by measuring the amount

of reduced sugar on supernatant fraction.

Type x grass and sulphur interaction levels

(P <0.05) affect sporangial number. The spo-
rangial number for N. frontalis increased (P <
0.05) when S was added, except for N. frontalis
on B. decumbens, whilst adding S increased

(P <0.05) O. intercalaris sporangial number in
both grasses. The highest sporangial numbers
were detected on O. intercalaris and P. clan-

destinum at 4% and 12% S (12.77 and 14.82

sporangia-mm, respectively). Extracellular
xylanolytic activity was affected (P < 0.05) by
grass type. The highest extracellular xylano-
lytic activity was detected in O. intercalaris
supernatant on B. decumbens. Extracellular
cellulolytic activity was affected (P < 0.05) by
type x grass sulphur interaction levels. Adding
4% S increased (P < 0.05) extracellular cellulo-
lytic activity in N. frontalis and O. intercalaris
supernatants in both grasses; there were no
effects on extracellular cellulolytic activity
from N. frontalis supernatant on P. clandestinum
and O. intercalaris supernatant on B. decumbens
compared to control. Extracellular cellulolytic
activity was reduced (P <0.05) in N. frontalis
on B. decumbens and O. intercalaris on P. clan-
destinum. Variation in sporangial number and
of pure rumen fungi culture (N. frontalis and

O. intercalaris) extracellular cellulolytic acti

vity depended on grass type as well as culture
medium S level. S could improve rumen fungi
growth and development.

Key words: Colonization, rumen fungi,
enzymatic activity, Neocallimastix frontalis,
Orpinomyces intercalaris.
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Influencia del azufre y del tipo de sustrato
sobre el crecimiento de los hongos ruminales
Neocallimastix frontalis y Orpinomyces intercalaris

RESUMEN

Se evalud la colonizacién in vitro y la actividad enzimatica extracelular (xilanolitica
y celulolitica) de los hongos ruminales Neocallimastix frontalis H10001 y Orpinomyces
intercalaris H20013 sobre hojas de las gramineas Brachiaria decumbens y Pennisetum
clandestinum. Para promover la colonizacion y actividad enzimatica se utilizaron tres
niveles de sulfato de sodio (0%, 4% y 12% p/v). La colonizacién se evalu6 determinan-
do el ntimero de esporangiossmm™ y la actividad enzimética se evalué en el sobre-
nadante a las 72 h por cuantificacién de los aztcares reductores liberados durante
el proceso. El nimero de esporangios varié (P < 0,05) con la interaccion tipo de
graminea x nivel de azufre. Para N. frontalis la adicién de S increment6 el niimero de
esporangios excepto para N. frontalis sobre B. decumbens (P < 0,05); mientras que para
O. intercalaris la adicion de S increment6 el niumero de esporangios en ambas grami-
neas (P <0,05). El mayor nimero de esporangios se obtuvo con O. intercalaris sobre P.
clandestinum en las concentraciones de 4 y 12% de S (12,77 y 14,82 esporangios:-mm~,
respectivamente). La actividad xilanolitica extracelular vario (P < 0,05) con el tipo de
graminea; la mayor actividad xilanolitica extracelular se determind en el sobrenadan-
te de O. intercalaris sobre B. decumbens. La actividad celulolitica extracelular vari6 (P <
0,05) con la interaccién tipo de graminea x nivel de azufre. La utilizacion de 4% de S
increment6 (P < 0,05) la actividad celulolitica extracelular de los sobrenadantes de N.
frontalis y O. intercalaris en ambas gramineas; mientras que la adicion de 12% de S no
afectd (P > 0,05) la actividad celulolitica de N. frontalis sobre P. clandestinum y de O.
intercalaris sobre B. decumbens en comparacion con el control; no obstante, la actividad
celulolitica extracelular en los sobrenadantes de N. frontalis sobre B. decumbensy de O.
intercalaris sobre P. clandestinum se redujeron (P < 0,05). Los resultados de este estudio
indican que el nimero de esporangios y la actividad celulolitica extracelular de cul-
tivos puros de los hongos N. frontalis y O. intercalaris dependen del tipo de graminea
y del nivel de S presente en el medio de cultivo; asi mismo, la presencia de S mejora
el crecimiento y desarrollo de los hongos.

Palabras clave: Colonizacién, hongos ruminales, actividad enzimatica, Neocallimastix
frontalis, Orpinomyces intercalaris.

INTRODUCCION

Los HONGOS DEL RUMEN son los prime-
ros microorganismos en colonizar los
tejidos vegetales y contribuyen activa-
mente al rompimiento de la fibra (Akin
and Windham, 1989; Bauchop, 1979).
La estrecha afinidad de sus esporangios
por diferentes tejidos vegetales sugiere
que su papel es clave en los procesos
de degradaciéon y transformacion del
alimento (Bauchop, 1979). Su actividad
degradativa depende de la producciéon
de un amplio rango de enzimas hidro-
liticas que incluye celulasas, hemicelu-
lasas, proteasas, amilasas, pectinasas y
esterasas, encargadas de debilitar los
materiales fibrosos y facilitar el acceso
de las bacterias ruminales al interior de
los tejidos vegetales (Lowe et al., 1987;
Barichievich y Calza, 1990).

Los chytridiomycetes del rumen
se agrupan en dos categorias: mono-
céntricos (Neocallimastix, Caecomyces y
Piromyces) y policéntricos (Orpinomyces
y Anaeromyces), clasificacion que se
basa en las caracteristicas morfoldgi-
cas y ultraestructurales; sin embargo,
desde el punto de vista bioquimico, los
hongos se consideran bastante simi-
lares (Ho y Barr, 1995; Yanke et al.,
1996). Barr (1983) considera que los
hongos policéntricos son los Chytri-
diomycetos mas evolucionados por su
mayor produccion de zoosporangios y
su habilidad de reproduccion vegeta-
tiva mediante fragmentacion del rizo-
micelio, en tanto que la reproducciéon
de los monocéntricos, se asocia con la
formacion de zoosporas.
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El grado de colonizacién de los hon-
gos ruminales se relaciona con el tipo y
calidad de la dieta sobre la cual crecen
(Grenet ef al, 1989). Los hongos del
rumen son particularmente abundantes
en animales alimentados con dietas altas
en fibra y su numero aumenta en ali-
mentos tales como pajas, forrajes de baja
calidad y residuos de cosecha (Trinci et
al., 1994). Adicionalmente, varios auto-
res han encontrado que la adicién de
azufre (S) incrementa el tamano de las
poblaciones fungales en el rumen sobre
sustratos de crecimiento como pajas,
henos y forrajes con bajo contenido de S
al tiempo que aumenta su degradacion
(Akin et al., 1990; Grenet et al., 1989;
Bauchop, 1979; Orpin, 1977). Sin embar-
go, existe poca informacion referente al
efecto del S sobre la colonizacién de cul-
tivos puros de hongos ruminales sobre
forrajes tropicales.

En el presente estudio se evalud el
efecto del tipo de forraje y la de la
suplementacién con azufre inorganico
(sulfato de sodio) en el crecimiento y en
la actividad enzimatica in vitro de los
hongos ruminales N. frontalis H10001 y
O. intercalaris H20013.

Materiales y métodos

Microorganismos y medios de cultivo.
Para los ensayos de colonizacion se uti-
lizaron dos hongos del rumen suminis-
trados por el banco de germoplasma
de microorganismos del tracto gastro-
intestinal de Corroica (CI Tibaitatd,
Mosquera, Cundinamarca). La especie
N. frontalis H10001 fue aislada de un
ovino de raza Black Face en pastoreo de
Kikuyo (P. clandestinumy); por su parte, el
hongo O. intercalaris H20013 fue aislado
de un bovino Sanmartinero en pastoreo
de Brachiaria dictyoneura.

El medio utilizado para el cultivo de
los hongos es una modificaciéon de la
metodologia de Lowe et al. (1985). Este
medio contenia una solucién basal com-
puesta por extracto de levadura, 0.05%
(w/v); fluido ruminal clarificado 25%
(w/v); 17 ml de K, HPO, (3 g-L™); solucién
de sal mineral compuesta por KH,PO,
(3 g'L™); (NH,),SO, (6 g-L™"); NaCl (6 g
L™); MgSO, (1,2 g'L™) y CaCl,-2H,0 (0,8
g-L"); neopeptona 0,1% (w/v); NaHCO,
0,6% (w/v); solucion de hemina (10 ml);
solucién de resazurin (1 g-L™); L-cisteina
como agente reductor 0,1% (w/v); 100 pl
de una solucion de vitaminas; 100 pl de
una solucién de antibidticos que conte-
nia ampicilina (0,1 g'L") y cloranfenicol
(0,05 g-L’l); como fuente de carbono se

utilizaron fragmentos de heno (area 0,5
x 0,5 cm) de B. decumbens o P. clandesti-
num obtenidos de la seccion media de la
lamina foliar de las hojas.

Fuentes de azufre. Para evaluar el efecto
del azufre sobre el crecimiento fungal se
utilizé como fuente de azufre sulfato de
sodio (AnalytiCals®, Carlo Erba, Cod.
483257). Se establecieron como trata-
mientos tres concentraciones diferentes
de S en el medio de cultivo (0%, 4% y
12%); la cuantificacion del contenido de
S en el medio de cultivo para cada uno
de los tratamientos correspondié a 358,
377,6 y 435,2 ppm de S respectivamente,
la cuantificacién de S se realizé por el
método de Tabatabai y Bremner (1970).

Forrajes. Como sustrato y fuente de
nutrientes del medio de crecimiento fun-
gal se utilizaron ldminas foliares de B.
decumbens obtenido de praderas del C.I
La Libertad (Villavicencio, Meta) locali-
zado a 336 m.s.n.m con una temperatura
promedio de 27 °C. Las hojas de P. clan-
destinum se obtuvieron de praderas del
C.IL Tibaitata (Cundinamarca) localizado
a 2.643 m.s.n.m con temperatura prome-
dio de 13 °C. Ambas gramineas tenian 65
dias de rebrote. Las plantas se cortaron a
una altura de 10 cm por encima del suelo
y se secaron a 25 °C durante 3 dias.

Andlisis quimico de las hojas. Se rea-
lizaron analisis quimicos de lignina y
proteina cruda, N (micro-Kjeldahl), de
acuerdo con las metodologias de la
AOAC (Association of Official Analy-
tical Chemist, 1995). La fibra en deter-
gente neutro (FDN) y fibra en deter-
gente acido (FDA) fueron determinadas
siguiendo el método de Goering y Van
Soest (1970), y el contenido de azufre (S)
se determiné por el método de Tabata-
bai y Bremner (1970) (Tabla 1).

Colonizacion de fragmentos de las hojas.
Para la determinacién del nimero de
esporangios sobre las hojas de B. decum-
bens y P. clandestinum, se utilizaron seis
fragmentos de hoja (0,5 x 0,5 cm) en cada
tubo. Para cada combinacién de hongo-
pasto-nivel de azufre, se adicion6 1 ml
de un indéculo microbial que contenia
aproximadamente 1x10° UFT'ml". Los
tubos permanecieron en incubacién por
72 h a 39 °C. Posteriormente, los frag-
mentos colonizados se fijaron en formal-
salina al 10%. Los recuentos del nimero
de cabezas esporangiales se realizaron
bajo microscopio de luz (10X) utilizando

5 campos seleccionados aleatoriamente
(Akin, 1987). Para la observacién de los
esporangios se utilizo solucién de yodo.

Determinacion de la actividad enzimd-
tica especifica. La actividad enzimatica
extracelular (celulolitica y xilanolitica) se
determind a partir de las enzimas libera-
das al medio de cultivo por los hongos
ruminales durante el proceso de coloni-
zacion; para tal fin, se recolectaron los
sobrenadantes de cada una de las com-
binaciones hongo-pasto-nivel de azufre
obtenidas después de 72 h a 39 °C. Los
sobrenadantes fueron clarificados por
centrifugacion (Beckman Instrument,
model J2-21) a 10.000 rpm por 30 min.

La actividad celulolitica fue medida
como la cantidad de azticares reducto-
res liberados después de la incubacién
del sobrenadante con el sustrato carbo-
ximetilcelulosa (CMC). La reaccién se
llevé a cabo después de incubar 50 pl
del sobrenadante en 450 ul de buffer
citrato (pH 6.0) que contenia 5,5 mg-ml"
de CMC a 50 °C por 30 min. La reaccién
enzimatica fue terminada colocando
los tubos en agua hirviendo. Posterior-
mente, las muestras se centrifugaron
(Eppendorf, Centrifuge 5415 C) a 10.000
rpm por 10 min. A partir del sobrena-
dante resultante se analiz6 la cantidad
de aztcares reductores liberados segun
el método de Somogy (1952); se utilizd
glucosa como estandar para elaborar la
curva de calibracién.

La actividad xilanolitica fue medida
como la cantidad de aztcares reductores
liberados después de la incubacion del
sobrenadante con el sustrato xilano de
Birchwood. La reaccion se llevé a cabo
después de incubar 50 pl del sobrena-
dante en 450 pl de buffer citrato (pH 6.0)
que contenfa 6,5 mg:ml™ de xilano a 50 °C
por 30 min. La reaccion enzimatica fue
terminada colocando los tubos en agua
hirviendo. Posteriormente, las muestras
se centrifugaron (Eppendorf, Centrifuge
5415 C) a 10.000 rpm por 10 min. A partir
del sobrenadante resultante se analizé la
cantidad de azticares reductores libera-
dos seguin el método de Somogy (1952);
se utilizo xilosa como estandar para ela-
borar la curva de calibracion.

La actividad enzimatica se expresd
como los micromoles de azticares reduc-
tores liberados durante 1 minuto y por 1
mg de proteina en el sobrenadante. Para
todos los casos, la proteina presente en los
extractos extracelulares se cuantifico por
el método de Lowry et al. (1951) usando
albumina sérica bovina como estandar.

REVISTA CORPOICA « VOL 6 N°1 « ENERO-JUNIO 2005
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Analisis estadistico. Se utiliz6 un mo-
delo lineal con factores fijos (hongos,
forrajes, niveles de azufre), como se
describe a continuacién:

yijkl=tu+ai+ﬁj+(aﬁ)zj+6k+(aQ)ik+(ﬁQ)jk+(a136)ijk+eijkl

Donde y es la variable de respues-
ta (nimero de esporangios o actividad
celulolitica o actividad xilanolitica); u es
la media de la poblacion para las varia-
bles respectivas; a, con i-ésimo género
de hongo; B, con el j-ésimo forraje; (ap),
interaccion forraje por hongo; 6, con
el k-ésimo nivel de azufre; (a0), con
la interaccion azufre por hongo; (0),
con la interaccién forraje por azufre;
(apB);, con la interaccién hongo por
forraje por azufre; e, corresponde al
error del modelo. El ensayo se replico en
el tiempo dos veces, para el andlisis de
las interacciones se realiz6 con la opcién
SLICE del procedimiento GLM del pro-
grama S.A.S® v. 8.2°.

Resultados

En la Tabla 1 se observa el anali-
sis de la composiciéon nutricional de
las laminas foliares de las gramineas.
En general, la composicién nutricional
de P. clandestinum fue mejor que B.
decumbens. La graminea P. clandestinum
present6 mayores contenidos de protei-
na cruda y azufre en sus hojas que B.
decumbens; mientras que el contenido
de pared celular (FDN) y lignina fue
menor que B. decumbens.

Tabla 1. Composicién quimica de laminas
foliares de dos gramineas™

C"(ﬂ‘,}oe)i‘id" P. clandestinum  B. decumbens
PC 20.02 14.16
FDA 26.25 28.96
FDN 57.24 61.8
Lignina 6.1 7.8
S 0.20 0.07

esporangios se obtuvo en P. clandesti-
num con los niveles de 4% y 12% de S
(12,77 y 14,82 esporangios:-mm*) respec-
tivamente, y fue superior (P < 0,05) a lo
encontrado en B. decumbens (5,29 y 6,27
esporangios:-mm) respectivamente.

En el caso de O. intercalaris, el nime-
ro de esporangios aumenté (P < 0,05)
al incrementar los niveles de azufre en
ambas gramineas; aunque, al comparar
los tratamientos que recibieron S no
se observaron diferencias en el nimero
de esporangios. Por otra parte, en el
tratamiento testigo el nimero de espo-
rangios en P. clandestinum fue superior
(P < 0,05) a B. decumbens (9,91 y 6,67
esporangios'mm ) respectivamente.

Al comparar el nimero de esporan-
gios de los hongos ruminales en cada
graminea (Tabla 3) se encontr6 que en el
tratamiento testigo no hubo diferencias
en el namero de esporangios (P > 0,05)
entre N. frontalis y O. intercalaris para el
caso de B. decumbens; en tanto que en los

tratamientos que recibieron S, el nime-
ro de esporangios de O. intercalaris fue
superior (P <0,05) al nimero de esporan-
gios de N. frontalis.

En el caso de P. clandestinum, el nime-
ro de esporangios en los tratamientos
que recibieron S no se presentaron (P
> 0,05) diferencias; mientras que, en el
tratamiento testigo el nimero de espo-
rangios (P <0,05) fue mayor para O. inter-
calaris que para N. frontalis (9,91 vs. 6,27
esporangios'mm ) respectivamente.

En la Tabla 4, s6lo se presentan los
efectos principales del tipo de graminea
sobre la actividad xilanolitica extrace-
lular para cada hongo ruminal, debido
a que no se encontrd interaccién entre
las gramineas y los diferentes niveles
de azufre (P > 0,05) para ninguno de
los hongos ruminales evaluados. En el
sobrenadante de N. frontalis en B. decum-
bens la actividad xilanolitica es muy
baja (P > 0,05) respecto a P. clandestinum;
mientras que para O. intercalaris, la acti-

Tabla 2. Efecto del nivel de azufre sobre el ndmero de esporangios (esporangios'mm™) de dos

hongos ruminales en dos gramineas diferentes.

Niveles de S
Hongos Gramineas -
Sin S 4% 12%
B. decumbens 478°+0.16 5.29°°+0.16 6.27°°+0.13
N. frontalis
P clandestinum 6.27°°+0.13 12.77°"+0.18 14.82°*+0.13
) ) B. decumbens 6.67°° +0.24 14.48"" + 0.31 17.2°% £0.22
0. intercalaris
P, clandestinum 991"+ 0.2 13.92%+0.3 1455 + 0.24

Promedios con letras similares no difieren (P > 0,05). Letras mindsculas separan promedios dentro de cada hongo respecto del nivel de azufre y
las letras maytsculas separan promedios dentro de cada hongo segtn cada forraje.
Significancia observada (P < 0,05) para la interaccion nivel de azufre x tipo de graminea.

Tabla 3. Numero de esporangios (esporangios:mm™) de dos hongos ruminales comparados con

dos gramineas y tres niveles de azufre.

Niveles de S
Gramineas Hongos
Sin S 4% 12%

N. frontalis 478°+0.16 529"+ 0.16 6.27°+0.13
B. decumbens ) )

0. intercalaris 6.67°+0.24 14.48"° + 0.31 17.2°+0.22

N. frontalis 6.27*+0.13 12.77°+£0.18 14.82°+0.13
P clandestinum ) )

0. intercalaris 9.91°+0.2 13.92°+ 0.3 1455+ 0.24

* 65 dias: edad de rebrote. ) )
** Porcentajes basados en el contenido de materia seca.

El nimero de esporangios de los
hongos ruminales vari6 (P < 0,05) con
la interaccion forraje x nivel de azufre
en cada hongo ruminal (Tablas 2 y 3). El
numero de esporangios de N. frontalis
en B. decumbens no respondié (P > 0,05)
a la adicion de S, en tanto que en P.
clandestinum el nimero de esporangios
se incrementd (P < 0,05) con la adicion
de S (Tabla 2). El mayor nimero de

REVISTA CORPOICA « VOL 6 N°1 « ENERO-JUNIO 2005

Promedios con letras similares no difieren (P > 0,05) dentro de cada nivel de azufre y forraje.
Significancia observada (P < 0,05) para la interaccidn nivel de azufre x tipo de graminea.

Tabla 4. Actividad xilanolitica extracelular (xilosa pmol/min‘mg™ proteina) en el sobrenadante de
dos hongos ruminales comparados con dos gramineas.

Hongos Forraje (xilosa umol/minemg™ proteina)
. B. decumbens 0.001°
N. frontalis
P clandestinum 0.59°
) ) B. decumbens 1.28°
0. intercalaris )
P, clandestinum 067

Promedios con letras similares no difieren (P > 0,05) dentro de cada hongo y forraje.
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vidad xilanolitica fue mayor (P <0,05) en
B. decumbens que en P. clandestinum.

La actividad celulolitica extracelular
presente en el sobrenadante de los cul-
tivos de los hongos ruminales varié (P
< 0,05) con la interaccion forraje x nivel
de azufre (Tablas 5 y 6) para cada una de
las especies de hongos. Para el nivel de
4% de S en las combinaciones de N. fron-
talis en B. decumbens o P. clandestinum,
la actividad celulolitica extracelular se
incremento (P < 0,05) con la adicion de S
(Tabla 5), en tanto que la adicién de 12%
de S disminuy6 (P < 0,05) la actividad
celulolitica en la combinacién N. frontalis
en B. decumbens; mientras que para N.
frontalis en P. clandestinum, la actividad
celulolitica no se afecto (P > 0,05) en com-
paraciéon con el tratamiento control. La
mayor actividad celulolitica extracelular
se present6 en B. decumbens en el nivel
de 4% de S (glucosa 0,130 pmol/min‘mg”™
proteina), y fue superior (P < 0,05) a lo
encontrado en P. clandestinum (glucosa
0,062 pmol/min-mg’1 proteina).

En el caso de O. intercalaris, la adi-
cién de 4% de S incrementd (P < 0,05)
la actividad celulolitica extracelular en
los sobrenadantes de los cultivos que
contenian ambas gramineas (Tabla 5). La
inclusién de 12% de S no afect6 (P > 0,05)
la actividad celulolitica extracelular en la
combinacion con B. decumbens, en tanto
que en la combinaciéon con P. clandesti-

num la actividad estuvo por debajo de
los limites de deteccion. La mayor activi-
dad celulolitica extracelular se present6
en B. decumbens en el nivel de 4% de S
(glucosa 0,075 umol/min‘mg" proteina),
y fue superior (P < 0,05) a lo encontrado
en P. clandestinum (glucosa 0,042 umol/
min-mg " proteina).

Al comparar la actividad celulolitica
extracelular de los hongos ruminales
en cada graminea (Tabla 6), se encon-
tr6 que en B. decumbens la actividad
celulolitica extracelular de N. frontalis
fue mayor (P < 0,05) que O. intercalaris
en todos los tratamientos. De la misma
manera, la actividad celulolitica de N.
frontalis fue mayor (P < 0,05) que O.
intercalaris en todos los tratamientos
para el caso de P. clandestinum.

Discusion

Los hongos ruminales colonizan pre-
ferentemente tejidos vegetales con altos
contenidos de fibra y lignina, como el
esclerénquima y los haces vasculares de
la planta (Ho et al., 1988). Su habilidad
para colonizar estos materiales involucra
la adherencia de la zoospora sobre la
superficie del tejido vegetal y la subsi-
guiente maduracion y formacién de un
esporangio con el desarrollo de rizoides
que penetran y degradan el sustrato (Li
and Heath, 1993; Wubah et al., 1993; Trin-
ci et al,, 1994). Los hongos anaerobios

Tabla 5. Efecto del nivel de azufre sobre la actividad celulolitica extracelular (glucosa pmol/min-
mg' proteina) presente en el sobrenadante de dos hongos ruminales en dos diferentes gramineas

y tres niveles de azufre.

Niveles de S
Hongos Gramineas -
Sin S 4% 12%
) B. decumbens 0.097°*+6.510°  0.130""+1.210%  0.053°" +5.2110°
N. frontalis )
P clandestinum 0.049°° +7.010°  0.062"°+2.210°  0.058"" +5.710°
) ) B. decumbens 0.035"+7.910°  0.075"+1.010°  0.040°+6.110°
0. intercalaris )
P, clandestinum ~ 0.003°® +2.510°  0.042"° +1.5:10° N.D

Promedios con letras similares no difieren (P > 0,05). Letras minsculas separan promedios dentro de cada hongo respecto del nivel de azufre y
las letras mayUsculas separan promedios dentro de cada hongo segun cada forraje.
Significancia observada (P < 0,05) para la interaccion nivel de azufre x tipo de graminea.

Tabla 6. Actividad celulolitica extracelular (glucosa pmol/min-mg™ proteina) en el sobrenadante
de dos hongos ruminales comparados con dos gramineas y tres niveles de azufre.

Niveles de S
Gramineas Hongos -
Sin S 4% 12%
N. frontalis 0.097°+6.510° 0.130°+1.2:107 0.053°+5.2:10°
B. decumbens
0. intercalaris 0.035"+7.910° 0.075°+1.0-10° 0.040° +6.1-10°
) N. frontalis 0.049°+7.010° 0.062°+2.210° 0.058+5.710°
P clandestinum
0. intercalaris 0.003"+2510°  0.042°+1510° N.D

Promedios con letras similares no difieren (P > 0,05) dentro de cada nivel de azufre y forraje.
Significancia observada (P < 0,05) para la interaccion nivel de azufre x tipo de graminea.

debilitan los tejidos vegetales por la pro-
duccién de potentes enzimas hidroliticas
y por la accion fisica de las hifas que
desarrollan (Ho and Abdullah, 1999).
Se ha sugerido que algunos compuestos
presentes en los sustratos a los cuales
se adhieren los hongos pueden limitar
los procesos de colonizacién (Akin and
Rigsby, 1985; Tanaka et al., 1991, citado
por Gordon and Phillips, 1998; Wilson,
1994). De la misma manera, el status
nutricional de la dieta puede ejercer un
efecto sobre la poblacion de los hongos
en el rumen (Akin, 1987, Orpin and
Grenwood, 1986).

Las diferencias observadas en el na-
mero de esporangios de los hongos rumi-
nales sobre los fragmentos de hoja de las
dos gramineas en esta investigacion, son
consistentes con los trabajos previamen-
te publicados por Bauchop, 1979; Akin,
1987 y Grenet et al., 1989. Los resultados
muestran que las gramineas B. decum-
bens y P. clandestinum fueron colonizadas
en diferente grado, aun por el mismo
hongo ruminal (N. frontalis). Ho y Abdu-
llah (1999) sugirieron que algunas dietas
pueden ser mas favorables para el creci-
miento y desarrollo de los hongos que
otras, especialmente, aquellas con altos
contenidos de fibra. En este mismo senti-
do, Grenet et al. (1989) y Bauchop (1979)
encontraron que los animales alimen-
tados con dietas con mayor contenido
de fibra soportaban las poblaciones de
hongos ruminales mas numerosas. En
este estudio, las hojas de B. decumbens
contenian la mayor cantidad de FDN
en comparacion con P. clandestinum; no
obstante, el nimero de esporangios de
N. frontalis en B. decumbens fue inferior
(P <0,05) en comparacion con el niimero
de esporangios hallados sobre P. clan-
destinum. Estos resultados sugieren que
la colonizacién de los hongos ruminales
no sélo depende del contenido de fibra
en las hojas de las gramineas, sino que
es posible que existan otros factores
asociados a la planta que afectan el des-
empefio de N. frontalis para colonizar los
tejidos de B. decumbens. Por otro lado,
se ha sugerido que la lignina presente
en la pared celular de las plantas puede
ser un factor selectivo de la adherencia
y la colonizacién de las zoosporas de
los hongos ruminales, debido a que los
tejidos lignificados confieren resistencia
al ataque microbial por inhibicién de los
procesos de adherencia y colonizacion o
por limitacion del acceso a la accion de
las enzimas microbiales (Wilson, 1994;
Richards, 1976 y Hartley, 1985 citados
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por Theodorou et al., 1987). Adicional-
mente, la lignina presente en la pared
celular de las plantas se asocia con aci-
dos fendlicos y compuestos aromaticos
que pueden limitar la degradabilidad de
la fibra (Tanaka et al., 1991, citado por
Gordon and Phillips, 1998). Los acido
sfendlicos unidos a los polisacaridos de
la pared celular o a la lignina ejercen
un efecto toxico sobre cultivos puros de
bacterias y hongos ruminales (Akin and
Rigsby, 1985; Theodorou et al., 1987). En
este estudio se encontré que la concen-
tracién de lignina fue mayor en las hojas
de B. decumbens que en P. clandestinum: es
probable que una mayor concentracién
de lignina en las hojas de B. decumbens
hubiera afectado el proceso de adhesién
y colonizacién de N. frontalis sobre B.
decumbens. Sin embargo, el tamafio de
la poblacién de esporangios de O. inter-
calaris no fue entre ambas gramineas.
Estos datos sugieren que las cepas puras
de hongos ruminales utilizadas en este
trabajo no tiene la misma habilidad para
permanecer y adherirse a la pared celular
de las dos gramineas evaluadas. Por con-
siguiente, cada hongo ruminal mantiene
particularidades tnicas que les permite
colonizar determinados sustratos.

Una mayor disponibilidad de azufre
en el medio de cultivo incremento sig-
nificativamente (P < 0,05) el namero de
cabezas esporangiales de ambos hongos
ruminales sobre las laminas foliares de
las gramineas, a excepcion de N. frontalis
sobre B. decumbens. La influencia del S
sobre el desarrollo esporangial de los
hongos ruminales habia sido previamen-
te mencionado en los trabajos de Akin et
al., 1983 y Akin, 1987. Ellos encontraron
que la adicién de S en dietas deficientes
de S en ovejas, asi como el suministro de
forrajes fertilizados con S incrementaban
el tamafio de la poblacién de esporan-
gios en el rumen de las ovejas. De la
misma manera, Gordon et al., (1983)
encontraron que la adiciéon de aminoa-
cidos azufrados favoreci6 el tamafio de
las poblaciones de hongos ruminales en
ovejas alimentadas con una dieta de paja
de trigo. Por consiguiente, la adicion de
S proporciona a los hongos ruminales un
ambiente favorable para el desarrollo de
los esporangios, y tal vez influencie los
eventos de adherencia y colonizacion de
las zoosporas a los sustratos. Adicional-
mente, Morrison et al (1990) sugirieron
que los hongos ruminales requieren de
S en forma de sulfito. Ademas, estos
autores mencionaron que el desempefio
de los hongos ruminales en la degra-
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dacion de la celulosa en el rumen esta
posiblemente influida por la ineficiencia
de las bacterias para producir suficiente
sulfito. Sin embargo, la utilizacién de
cultivos puros de hongos del rumen
en este trabajo, como la utilizaciéon de
poblaciones de hongos libres de bac-
terias segun el trabajo de Akin (1987),
mostraron que la adicién de S en forma
de sulfato o azufre elemental respectiva-
mente, incrementaron el tamafio de las
poblaciones de esporangios. De manera
que el S es un factor importante en los
eventos de colonizacién y crecimiento de
los hongos ruminales, no s6lo en forma
de sulfito ,sino ademas en forma de sul-
fato y azufre elemental.

Ademas de las diferencias en el esta-
tus nutricional de las gramineas, y de
la influencia del S presente en el medio
de cultivo de los hongos ruminales, la
habilidad diferencial encontrada entre
O. intercalaris y N. frontalis para colonizar
los tejidos vegetales puede relacionarse
también con las diferencias morfoldgicas
y estructurales de los hongos. Barr (1983)
citado por Trinci et al., (1994), considera
que una mayor produccién de esporan-
gios y la reproduccion por fragmentacion
del rizomicelio son caracteristicas que le
dan ventajas a los hongos policéntricos
(O. intercalaris) sobre los monocéntricos
(N. frontalis), los cuales tinicamente pue-
den colonizar y aumentar la superficie
de interaccion con el tejido a través de
las zoosporas liberadas, puesto que su
ciclo de vida es dependiente de la forma-
cién de zoosporas. Por otro lado, se ha
establecido que la capacidad de coloni-
zacion de los hongos del rumen también
puede estar asociada con el origen y
procedencia de estos microorganismos.
Gordon (1985), encontrd que los aisla-
dos fungales provenientes de diferentes
sitios de Australia tenian diferencias en
su capacidad para degradar componen-
tes de la fibra de heno de trigo hasta
del 50%. Igualmente, Akin et al. (1989)
encontraron que los hongos ruminales
provenientes de bovinos en Australia y
Estados Unidos presentaban diferencias
en la colonizacién y degradacion del
mismo forraje. Estas diferencias en los
morfotipos de los hongos encontrados
en los diferentes inoculos, sugieren que
cada hongo establece un nicho especi-
fico de crecimiento para cada dieta y
animal, lo cual determina su capacidad
de degradacion y ataque. Estos reportes
respaldan en parte los resultados obte-
nidos en este estudio, debido a que los
hongos ruminales tienen una proceden-

cia completamente diferente. N. frontalis
proviene de una oveja acostumbrada
a alimentarse de un pasto suculento,
suave y con un buen contenido nutricio-
nal como el P. clandestinum; mientras O.
intercalaris proviene de un bovino criollo
(Sanmartinero) acostumbrado a pasto-
rear sobre praderas nativas, las cuales
se caracterizan por ser materiales con
altos contenidos de pared celular, altos
contenidos de lignina, pobres en carbo-
hidratos solubles, proteina cruda y con
bajos contenidos de S.

En este estudio se encontré que la acti-
vidad xilanolitica extracelular de los hon-
gos fue afectada por el tipo de graminea
en el cual crecieron los hongos y estos
resultados son similares a lo encontrado
por Barichievich y Calza, 1990; Yanke et
al., 1996 y Akin et al., 1990. La produccién
de enzimas extracelulares con actividad
xilanolitica es una caracteristica comdn
de los hongos ruminales. En general, se
conoce que las xilanasas se producen
en gran cantidad cuando los sustratos
de crecimiento de los hongos ruminales
contienen xilano y hemicelulosa, los cua-
les son componentes de la pared celular
de las plantas (Wubah et al., 1993; Yanke
et al., 1996; Bhat y Hazlewood, 2001). Sin
embargo, la produccién extracelular de
xilanasas puede variar entre diferentes
géneros de hongos ruminales en res-
puesta al mismo sustrato de crecimien-
to (Yanke et al., 1996). Estos hallazgos
previos coinciden con los resultados de
este trabajo, en donde se encontré que O.
intercalaris tuvo la actividad xilanolitica
extracelular mas alta sobre B. decumbens
(1.28 pumol de xilosa/min'mg'l de protei-
na) en comparacion con los demas resul-
tados (Tabla 4).

Es probable que las diferencias encon-
tradas en produccion de xilanasas en
este trabajo se relacionen con los conte-
nidos de xilano y hemicelulosa presentes
en la pared celular de cada una de las
gramineas, como también, con el origen
y procedencia de los hongos. Por otro
lado, se determiné que la actividad celu-
lolitica extracelular determinada en el
sobrenadante de los hongos ruminales
vari6 con la interaccién tipo de sustrato
y azufre. La combinacién de tipo de
graminea con una concentracion de 4%
de S increment? la actividad celulolitica
de los hongos; mientras que una con-
centracién mayor (12%) redujo a niveles
basales o inhibi6 completamente la pro-
duccién de enzimas celuloliticas. Se ha
sugerido que los hongos ruminales pro-
ducen constitutivamente celulasas que
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degradan la pared celular de las plantas
(Wubah et al., 1993; Yanke et al., 1996;
Bhat and Hazlewood, 2001); no obsante,
se conoce muy poco acerca del efecto del
S sobre la produccion y actividad de las
celulasas. En experimentos in vitro lleva-
dos a cabo por Stevani (1990) se encon-
tré que la actividad endoglucanasa del
rumen fue estimulada por la adicién
de azufre. De manera similar, Stevani
y Durand (1989) citados por Stevani
(1990) encontraron en experimentos in
vitro (Rusitec) que la suplementacién
con azufre incrementd la degradaciéon
de hemicelulosa y celulosa, asi como la
produccién de 4cidos grasos de cadena
corta en un 35%. Aunque no se conoce
claramente el mecanismo de accién del
S sobre la actividad degradativa de los
hongos, es probable que constituya un
elemento limitante en la accién fibroli-
tica de las enzimas producidas por la
microbiota del rumen. Adicionalmente,
en este trabajo se observé que la mayor
actividad celulolitica de los hongos se
determind en el sobrenadante de N.
frontalis sobre B. decumbens, resulta-
dos que contrastan con el bajo nimero
de esporangios de este hongo sobre
P. clandestinum. Esta situacion disimil,
puede ser explicada por la habilidad
que poseen los hongos ruminales para
producir enzimas celuloliticas tanto
en su estado vegetativo (esporangio)
como por las zoosporas (Mountfort and
Asher, 1985; Williams and Orpin, 1987;
Gerbi et al., 1996). Williams and Orpin
(1987) encontraron que las zoosporas
de Neocallimastix patriciarum 'y Piromyces
communis pueden producir constituti-
vamente enzimas celuloliticas. Por lo
tanto, es probable suponer que la enzi-
mas presente en el sobrenadante de N.
frontalis sobre B. decumbens fueron pro-
ducidas y liberadas por las zoosporas
presentes en el indculo adicionado al
inicié del experimento.

Conclusiones

Los hongos ruminales N. frontalis y
O. intercalaris tienen diferente capacidad
de colonizacion como también difieren
en su actividad celulolitica y xilanoliti-
ca extracelular; diferencias individuales
contenidas en su genoma microbial que
mantiene un grado de variabilidad feno-
tipica que le permite hacer frente a con-
diciones contrastantes en los diferentes
ecosistemas y sistemas de alimentacién
donde habitan los rumiantes.

Los hongos ruminales responden a
la suplementacién con azufre en forma

de sulfato de sodio, quizas por las defi-
ciencias que presentan los forrajes tro-
picales, en donde, la adicion de azufre
puede modificar su actividad degradati-
va y fisioldgica. La limitada capacidad de
colonizaciéon del hongo N. frontalis sobre
B. decumbens pudo estar influenciada por
el status nutricional de las hojas de las
gramineas o por la inhabilidad del hongo
para defenderse de la toxicidad de com-
puestos del tipo de acidos fendlicos.

Los incrementos en actividad celuloli-
tica extracelular de los hongos ruminales
por la influencia del azufre ratifica la
importancia de este elemento en la nutri-
cién de rumiantes, ya que una limitada
disponibilidad de azufre en los forrajes
tropicales puede desencadenar un des-
equilibrio de nutrientes en el rumen.
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