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RESUMEN

Los pastizales de Spartina argentinensis y de Panicum prionitis son comunidades herbaceas uti-
lizadas para la produccidon ganadera en Argentina. En estas comunidades se acumula gran cantidad
de biomasa senescente no aprovechable por el ganado por su baja digestibilidad, siendo la quema
una practica recurrentemente utilizada para estimular el rebrote de pasto mas tierno. Este tipo de
biomasa podria usarse para producir bioetanol, pero para ello es necesario hacer un pretratamiento
para aumentar la eficiencia del proceso de hidrdlisis. Un posible pretratamiento es el uso de enzimas
ligninoliticas que son comunmente producidas por algunos grupos de hongos. En este trabajo, se re-
levaron los géneros flingicos asociados a ambas especies botanicas presentes en distintas localidades
y con diferente grado de descomposicion. Se encontr6 predominancia de géneros fiingicos con citada
capacidad ligninolitica tales como Alternaria, Aspergillus, Chaetomium, Cladosporium. Epicoccum,
Fusarium, Nigrospora, Penicillium, Pestalotia y Phoma. La mayoria de las mismas se encontraron en
ambos hospedantes. A partir de estos hongos podrian obtenerse enzimas ligninoliticas que contri-
buirian a mejorar la eficiencia de la produccion de bioetanol lignoceluldsico.

Palabras clave: bioetanol, biomasa lignocelulésica, lignina.
ABSTRACT

Spartina argentinensis and Panicum prionitis are herbaceous grasses that dominate many com-
munities used for livestock production systems. High amounts of biomass accumulate in these com-
munities without being grazed by cattle due to their low digestibility. Hence, farmers often burn
these rangelands in order to stimulate higher quality regrowth. This type of biomass could be used
to produce bioethanol. As a biomass pretreatment is necessary to increase the efficiency of the hy-
drolysis process. The use of ligninolytic enzymes commonly produced by some fungi could be an
alternative. In this paper, the fungal genera present in both grasses from different locations and with
different degrees of decomposition were surveyed. According to the literature, the following iso-
lated fungal genera show ligninolytic capacity: Alternaria, Aspergillus, Chaetomium, Cladosporium,
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Epicoccum, Fusarium, Nigrospora, Penicillium, Pestalotia y Phoma. Most of them were found in both
hosts. Ligninolytic enzymes could be obtained from these fungi in order to improve the efficiency of

ethanol production of this kind of biomass.

Key words: bioethanol, lignin, lignocellulosic biomass

INTRODUCCION

El consumo anual de energia primaria mun-
dial supera los 500 EJ (1 EJ = 1x10']) y se espera
que para el afio 2100 ascienda a 1275-1500 EJ (Rei-
lly y Peltsev, 2009). De ese total, el 85% proviene
de fuentes de energia no renovables que en algtin
momento deberan ser reemplazadas por fuentes
renovables. La produccion de estas tltimas se ha
visto incrementada principalmente a partir de
materias primas usadas para la alimentacion hu-
mana o del ganado. Asimismo, debido a que las
mismas son escasas, surge la necesidad de encon-
trar fuentes renovables alternativas que no com-
pitan con la producciéon de alimentos (Khwaja,
2010; Rathmann et al., 2010).

La celulosa es el compuesto organico mas
abundante en el planeta. Por ello existe gran in-
terés en evaluar el uso de diversas fuentes de
biomasa lignoceluldsica como fuente de energia.
Una alternativa es la produccién de bioetanol
como resultado de la fermentacion de la glucosa
obtenida a partir de la hidrdlisis de la celulosa.
No obstante, la eficiencia de hidrdlisis se ve redu-
cida por la presencia de lignina que impregna a
la matriz de celulosa y hemicelulosa y disminuye
la accesibilidad del sustrato por parte de las enzi-
mas hidroliticas (Gomez et al., 2008).

Spartina argentinensis Parodi (espartillo) y Pa-
nicum prionitis Ness. (paja brava) son gramineas
perennes que ocupan grandes extensiones en la
Reptiblica Argentina, poseen metabolismo fo-
tosintético C4 y propagacion tanto sexual como
clonal, por la presencia de rizomas. S. argentinen-
sis es la dominante fisonémica de comunidades
denominadas espartillares, que ocupan los Bajos
Submeridionales y la cuenca sin desagiie de la
laguna Mar Chiquita, totalizando aproximada-
mente 30.000 km? (Feldman y Lewis, 2005). Los
pajonales de P. prionitis se encuentran en plani-
cies de inundacién del Rio Parana (Franceschi et
al., 1989).

En ambos tipos de comunidades, la activi-
dad ganadera bovina predomina como sistema
de producciéon. Estas especies poseen elevada
productividad primaria neta aérea, pero tienen
baja digestibilidad (Luisoni et al., 2010). En con-
secuencia, la produccion fisica de estos sistemas
productivos dificilmente logra superar 20 kg de
carne ha' ano™. Una practica comtn por parte de
los productores ganaderos es la quema de estos

pastizales con el fin de promover el rebrote de
mayor digestibilidad. Las plantas rebrotan rapi-
damente (Feldman y Lewis, 2007) pero a los pocos
meses sus hojas estan lignificadas, por lo cual se
vuelve a alcanzar la situacion previa a la quema.
En consecuencia, las quemas son disturbios recu-
rrentes en estos ambientes. El material senescente
que se acumula entre quemas esta conformado,
casi en su totalidad, por hojas en distintos grados
de descomposicién generada principalmente por
la accion fingica.

La biomasa lignoceluldsica de P. prionitis y S.
argentinensis podria aprovecharse como materia
prima para la obtenciéon de bioetanol de segun-
da generacion. Para este fin, el alto porcentaje de
lignina de ambas especies es la principal barre-
ra a vencer (Himmel et al., 2007, Gémez et al.,
2008). Existe informacién sobre descomposicion
de especies del género Spartina creciendo en cos-
tas marinas, donde se sefiala la relevancia que
tienen los hongos en el proceso (Gessner y Goos,
1973; Newell et al., 2000; Newell y Porter, 2000;
Newell 2001a; Newell 2001b; Buchan et al., 2002;
Kohlmeyer y Volkmann-Kohlmeyer, 2002; Blum
et al.,, 2004; Lyons et al., 2005; Lyons et al., 2010)
puesto que este grupo de organismos se destaca
por su capacidad ligninolitica (Benner et al., 1986;
Newell and Porter, 2000).

En Argentina, es muy escasa la informacién
existente sobre este tema. En un relevamiento de
las especies fungicas asociadas a hojas senescen-
tes de S. argentinensis procedentes de un espar-
tillar de San Cristobal (Santa Fe, Argentina), se
observaron diferencias en la micota asociada y
aislada en muestras con diferente nivel de degra-
dacién (Jozami et al., 2011).

El objetivo del presente trabajo fue identificar
géneros fungicos que se encuentran asociados a
las hojas de S. argentinensis y P. prionitis en dife-
rentes grados de descomposicion y recolectadas
en distintas localidades para ser evaluados como
futuras fuentes de enzimas ligninoliticas poten-
cialmente utilizables en procesos de produccion
de bioetanol.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y procesamiento de las muestras
Las muestras de hojas de S. argentinensis se

recolectaron en la localidad de Pérez (32°58" S;

60°47” W) y margen noroeste del arroyo Luduena
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(32°56" S; 60°48” W). Las muestras de P. prionitis
se obtuvieron de un pajonal ubicado en una isla
frente a la ciudad de Rosario (32°52" S; 60°35" W).

Para cada especie vegetal y sitio se recolecta-
ron del suelo hojas con dos grados diferentes de
descomposicion (PD: poco degradadas, hojas clo-
roticas, coloracion amarillenta; MD: muy degra-
dadas, coloracion amarronada, estructura que-
bradiza y en contacto mas intimo con el suelo),
que se mantuvieron a 4°C hasta su procesamien-
to. En la Tabla 1 se indica el nimero de muestras
obtenidas para cada combinacion de sitio y grado
de descomposicion.

Se pes6 1 g de cada muestra cortada en seg-
mentos de 1 cm y se desinfectd superficialmente
durante 30 segundos en una soluciéon de hipo-
clorito al 0,5%, en camara de flujo laminar. Pos-
teriormente se colocé cada muestra en 100 mL
de agua estéril con una gota de tensioactivo no
ionico (Tween 20) en Erlenmeyer de 250 mL que
se agitaron durante 30 minutos a ~300 rpm y se
obtuvieron diluciones efectivas entre 1 x 10% y 1 x
10° en condiciones de asepsia. Cada muestra pro-
cesada se sembro en 3 placas de Petri con medio
agar papa glucosado acidulado con el agregado
de una gota de acido lactico al 25% por placa
(APGA). La siembra consistié en distribuir 1 mL
de cada dilucion (previo agitado con vortex) en
cada placa con APGA (Pioli et al., 1994; Luque et
al., 2005; Uboldi et al., 2010). La incubacion se rea-
lizé en estufa de cultivo, a 26 + 1°C y oscuridad,
durante 7 dias.

Los géneros fungicos presentes se identifica-
ron por observacion de la macro y micro-morfo-
logia (colonias y estructuras reproductivas, res-
pectivamente) (Alexopoulos et al.,, 1996, Agrios
et al., 2005; Barnett y Hunter, 1998; Leslie et al.,
2006).

Determinacion de micota total y abundancia

La abundancia es una medida cuantitativa
expresada como numero de unidades forma-
doras de colonias (UFC) para cada género por
repeticion. Las UFC totales o micota total (MT)
se determinaron para cada uno de los sitios de
origen de las muestras, hospedante y grado de

descomposicion de las hojas.

Analisis multivariados a partir de datos de
prevalencia

La prevalencia es una medida cualititativa que
refiere a la proporcion (o porcentaje) de unidades
muestrales colonizadas por los hongos, estimadas
en base a la presencia (1) o ausencia (0) de cada
género fungico en cada una de las repeticiones
de las muestras obtenidas por localidad de proce-
dencia, hospedante y grados de descomposicion.
En base a estos datos se construyd una matriz que
se analizo mediante un analisis de componentes
principales (Peck, 2010) y un procedimiento de
permutacion de respuestas multiples (MRPP, del
inglés “multiple response permutation procedu-
re”) (McCune and Grace, 2002). Los valores de
riqueza (S: nimero de géneros fungicos presentes
por repeticion) se compararon mediante ANOVA
previa transformacion de los datos (log X + 0,001)
(Balzarini et al., 2008).

Analisis bibliografico

Se buscé en la bibliografia si los géneros fun-
gicos aislados a partir de hojas de S. argentinensis
o P. prionitis estan o no citados como hongos lig-
ninoliticos.

RESULTADOS

Determinacion de abundancia y micota total

Se registraron 13 géneros fungicos (Tabla 2).
Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Cladosporium,
Nigrospora y Epicoccum estuvieron presentes en
todos los sitios y grados de descomposicion. Dre-
chslera'y Phyllosticta mostraron un comportamien-
to similar respecto al hospedante y localidad, sin
embargo no fueron aislados a partir de residuos
poco degradados de S. argentinensis de Luduefa.
Por su parte, Fusarium y Phoma solo se encon-
traron asociados a S. argentinensis, mientras que
Pestalotin y un hongo con micelio y picnidios no
definido morfoldgica pero si identificado molecu-
larmente como Phomopsis sp. (Pioli, 2015) son los
que predominaron en P. prionitis.

Tabla 1. Numero de muestras de hojas recogidas, discriminadas por hospedante, sitio y grado de

descomposicion.

Table 1. Number of leaf samples, considering hosts, site and degree of decomposition.

Hospedante Sitio PD MD
S. argentinensis Pérez 5 5
S. argentinensis Luduenia 7 9
P. prionitis Isla 5 5

PD: hojas poco degradadas; MD: hojas muy degradadas.
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Tabla 2. Abundancia de cada género flingico y micota total asociados a S. argentiniensis y P. prionitis,
expresadas en UFC medio por sitio (Pérez, Luduena. Isla) y grado de descomposicion (PD:
hoja poco descompuesta; MD: hoja muy descompuesta).

Table 2. Abundance of fungi genera and total mycota associated with S. argentiniensis and P.
prionitis, expressed in UFC (colony formation units) per site (Pérez, Ludueia. Isla) and
degree of decomposition (PD: leaf with low decomposition; MD: highly decomposed leaf).

Spartina argentinensis

Panicum prionitis

Localidad @ = ------ Pérez ------ ~  --e--- Luduena ------ ~ --e-mm- Isla ------
Género PD MD PD MD PD MD
UFC

Alternaria 2,92 1,86 0,71 0,08 1,21 6,40

Aspergillus 0,62 2,00 0,57 0,08 0,36 0,40

Chaetomium 0,14

Cladosporium 0,92 2,64 0,10 0,38 0,29 0,47

Drechslera 0,08 0,14 0,08 0,93 0,87

Epicoccum 0,23 0,14 0,05 0,04 0,14 0,13

Fusarium 2,46 1,00 3,14 0,13

Nigrospora 0,54 0,50 0,24 1,92 1,57 0,60

Penicillium 0,69 0,86 0,86 0,46 0,14 2,13

Pestalotia 0,43 2,07

Phoma 0,62 0,57 0,05

Phomopsis 0,86 2,21 1,47

Phyllosticta 0,77 0,36 0,79 1,50 7,93

MT 9,85 10,21 6,57 3,96 8,79 22,47
Analisis multivariados a partir de datos de DISCUSION

prevalencia

No se observo un patron definido en la ubica-
cién de las muestras en el diagrama de dispersion
en plano de los primeros dos ejes de la variancia
total. Las muestras de Spartina sp. (Pérez y Lu-
duefia con distinto grado de descomposicién) se
ubicaron en los cuatro cuadrantes, mientras que
las de Panicum sp. prevalecieron en los cuadrantes
1, 2 y 3, con sélo tres muestras en el cuadrante
4. Esta tendencia determiné que los primeros dos
ejes del analisis de componentes principales ab-
sorbieran solo el 32% de la variancia total (Fig. 1).

El analisis MRPP detecto6 diferencias entre si-
tios (p = 0,00000000), las que podrian atribuirse
a los valores de riqueza (p < 0,0001) (Tabla 3). El
tnico sitio donde se encontraron diferencias en-
tre los grados de descomposicion fue en la Isla (P.
prionitis) donde las muestras MD mostraron va-
lores superiores de riqueza. Las muestras de Isla
MD, junto a las de Pérez MD y PD, presentaron
la mayor riqueza de géneros fungicos, mientras
que el valor mas bajo se registr6 en Luduefia MD,
sobre hojas de S. argentinensis.

Relevamiento bibliografico

Al buscar en la bibliografia, se encontraron 11
trabajos en los cuales se mencionaba la presencia
de enzimas ligninoliticas en los géneros fungicos
aislados en el presente estudio (Tabla 4).

La lignina es el componente mas recalcitrante
de los materiales lignoceluldsicos y actia como
una barrera dificultando la accién de las enzimas
celuloliticas sobre la pared celular, protegiendo
de este modo su estructura (Himmel et al., 2007;
Gomez et al., 2008; Sanchez, 2009). Consideran-
do que la celulosa es el compuesto organico mas
abundante en la tierra, los hongos necrofiticos
ligninoliticos cumplen un rol importante en el ci-
clado de la materia al aumentar la accesibilidad
de los carbohidratos estructurales por parte de las
enzimas celuloliticas.

Los hongos de podredumbre suave (HPS) son
ascomicetes o sus estados imperfectos y presen-
tan actividad ligninolitica (Tuomela et al., 2000).
Esta denominacion (suave) se debe a su aparen-
te menor eficiencia en el proceso de degradacion
de lignina presente en la madera, comparado con
los basidiomicetes (Sin et al., 2002). Sin embargo,
a pesar de su mayor eficiencia, la relevancia de
los basidiomicetes como ligninoliticos en el suelo
es cuestionable debido a su mayor sensibilidad a
las condiciones de anaerobiosis, humedad, pH y
temperatura reinantes (Tuomela, 2002). Otros au-
tores sefialan que la relacion C/N del suelo tam-
bién acttia como limitante para el metabolismo
de los basidiomicetes con actividad ligninolitica
(Lopez et al. 2006). Los HPS degradan madera en
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Fig. 1. Diagrama de dispersion en el plano de los ejes 1y 2 del analisis de componentes principales
de la prevalencia de los 13 géneros fungicos en S. argentinensis (Luduefia y Pérez) y P. prionitis
(Isla) con diferentes grados de descomposicion (PD: poco degradadas; MD: muy degradadas).

Fig. 1. Scatter diagram of axes 1 and 2 of principal components analysis of the 13 fungi genera in
leaves of S. argentinensis (Luduefa y Pérez) and P. prionitis (Isla) with different degrees of
decomposition (PD: low degraded; MD: highly degraded).

Tabla 3. Riqueza (S) de géneros fungicos aislados a partir de muestras de hojas de S. argentinensis
(Pérez, Luduefia) y P. prionitis (Isla) (PD: poco degradadas; MD: muy degradadas.
Valores seguidos por igual letra no difieren significativamente (ANOVA, p < 0,05).

Table 3. Richness (S) of fungi genera isolated from leaf samples of S. argentinensis (Pérez, Ludueia)
and P. prionitis (Isla) (PD: low degraded; MD: highly degraded.
Values followed by the same letter do not differ significantly (ANOVA, p < 0.05).

Sitio

S

Isla MD
Pérez MD
Pérez PD

Isla PD
Luduena PD
Luduena MD

3,47 a
3,07 a
2,92 ab
2,64 bc
2,00 be
1,67 ¢
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Tabla 4. Referencias bibliograficas donde se mencionan la presencia de enzimas ligninoliticas’ en
géneros de hongos aislados a partir de hojas de S. argentinensis y P. prionitis.
Table 4. References that describe the presence of ligninolitic enzymes in fungi genera isolated from

S. argentinensis and P. prionitis leaves.

Especie Enzima Referencia

Alternaria alternata Lac Kellner et al., 2009
Aspergillus niger Lac Ilyas y Rehman, 2013
Aspergillus niger Fe Sanchez, 2009
Chaetomium thermophilium Lac Amitai et al., 1998
Cladosporium cladosporioides MnP, LiP, Lac Bonugli-Santos et al., 2010
Epicoccum purpurascens Lac Atalla et al., 2010
Fusarium merismoides Ae Sanchez, 2009

Fusarium oxysporum Lac Falcon et al., 1995
Fusarium oxysporum AAD, LiP Monkemann et al., 1997
Fusarium proliferatum Lac, AAO Regalado et al., 1999
Fusarium solani Lac Falcén et al., 1995
Fusarium solani Lac, MnP, AAO, MiP Saparrat et al., 2000
Nigrospora sp. Lac Ilyas y Rehman, 2013
Penicillium chrysogenum Lac Falcon et al., 1995
Penicillium simplicissimum Lac Zeng et al., 2006
Pestalotia bicolor LiP Patel et al., 2007
Pestalotia oxyanthi Lac Falcén et al., 1995
Phoma sp. Lac Junghanns et al., 2009

T AAQ: aril alcohol oxidasa; Lac: Lacasa; LiP: lignina peroxidasa; MnP: manganeso peroxidasa; MiP: peroxidasa
manganeso independiente; AAD: arilalcohol dehidrogenasa; Ae: acetil esterasa; Fe: feruloil esterasa.

ambientes severos para los basidiomicetes. Tam-
bién se los ha reportado como descomponedores
de hojarasca y lignina marcada con C14 de tallos
de maiz y de rastrojo de trigo (Tuomela, 2000). En
concordancia con esto, el presente estudio mues-
tra que los 13 géneros fungicos identificados so-
bre S. argentinensis y P. prionitis, corresponden a
la Division Ascomycota, cuyos miembros tienen
un ciclo bioldgico con una fase sexual (teleomor-
fa) y asexual (anamorfa). Por ello, algunos ais-
lamientos fueron descritos e identificados en su
fase teleomorfa o peritecial, tal el caso de Chae-
tomium; y/mientras los aislamientos de los 12 gé-
neros restantes fueron descritos e identificados
en su fase anamorfa (Alexopoulos 1996; Agrios,
2005; Llamas Frade y Terron Alonso, 2005). To-
dos ellos han sido citados como HPS en trabajos
previos.

Los géneros fungicos aqui reportados, Alter-
naria, Fusarium (F. semitectum, F. oxysporum), Dre-
chslera (D. dematioidea, D. spp.), Nigrospora y Epi-
coccum, habian sido aislados sobre propagulos de
origen sexual de S. argentinensis presentes en la
Reserva Federico Wildermuth (31°57” S; 61°23” O)
(Feldman et al., 2004). Asimismo Aspergillus, Pe-
nicillium y F. oxysporum fueron registrados sobre
hojas de S. argentinensis en descomposicion en la

localidad de San Cristébal (30°19°41” S; 61°13'37”
O) (Jozami et al., 2011); siendo ambas localida-
des de la provincia de Santa Fe. Sin embargo,
el niimero de microorganismos fungicos totales
presentes en residuos foliares de San Cristébal y
en ese ciclo de crecimiento, 2011, fue menor, po-
siblemente debido a la sequia registrada en ese
ano (Servicio Meteoroldgico Nacional, 2011). De
acuerdo con Blum et al. (2004), estos resultados
reflejan el perfil de distribucion de las comuni-
dades fingicas respecto del tipo de especie ve-
getal, calidad (nivel de degradado) y localidad
(ambiente), y permitirian inferir el rol ecoldgico
durante el proceso de degradacion de hojas de S.
argentinensis y P. prionitis de dichas poblaciones
fangicas. Por su parte, los resultados obtenidos a
partir de hojas de P. prionitis en diferentes grado
de descomposicion fueron coherentes con Klec-
zewski et al. (2012), quienes informaron que los
géneros Alternaria, Epicoccum, Phoma, Phaeosphae-
ria, Stagonospora y otros ascomicetes fueron los
mas frecuentemente aislados de esta especie.
Algunos de los géneros hallados en las mues-
tras analizadas, entre ellos Penicillium, Aspergi-
Ius, Fusarium, Alternaria 'y Dreschlera, presentaron
ademas actividad celulolitica en estudios especi-
ficos realizados por Luque et al. (2005). En todas
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las muestras, ademds se encontraron géneros
fangicos previamente citados como ligninoliticos
en coincidencia con otros autores. Entre ellos, Bo-
land y Grund (1979), Gessner (1977) y Gessner y
Kohlmeyer (1976) revelaron que mas de 100 es-
pecies de hongos filamentosos son encontrados
comunmente sobre hojas del genero Spartina en
descomposicion en la costa este de Estados Uni-
dos. Newell et al. (1989) hallaron que la descom-
posicion de S. alternifora se debia principalmente
a la accion de hongos ascomicetes. Phaeosphaeria
spartinicola y Mycosphaerella sp. serian algunas de
las especies mas frecuentemente involucradas en
el proceso de degradacion de hojas del género
Spartina (Lyons et al., 2010).

Todas las muestras bajo estudio estuvieron
asociadas al menos a un género ligninolitico. En
términos generales, se traté de hongos no espe-
cificos, es decir presentes en ambos hospedantes
lo cual, considerando la alta heterogeneidad de la
molécula de lignina (Himmel et al., 2007), es una
ventaja teniendo en cuenta su potencial uso para
la obtencion de bioetanol. Por lo tanto, las espe-
cies fungicas aisladas en S. argentinensis y P. prio-
nitis en este trabajo, deberian ser consideradas a
la hora de estudiar posibles pretratamientos que
remuevan la lignina y permitan aumentar la efi-
ciencia de hidroélisis de celulosa de estas fuentes
de biomasa.

CONCLUSIONES

Los hongos responsables de la degradacion
foliar de S. argentinensis y P. prionitis correspon-
den a géneros polifiticos. Se aislaron 13 géneros
fangicos, la mayoria de ellos con actividad lig-
ninolitica ya reportada y cuyas enzimas podrian
utilizarse para el pretratamiento de la biomasa.
Seis géneros estuvieron presentes en todos los si-
tios, en ambas especies y para los dos grados de
descomposicion, poniendo en evidencia su baja
especificidad en relacién a hospedantes, ambien-
tes y estado del sustrato. Esta caracteristica seria
altamente deseable al evaluar posibles pretrata-
mientos bioldgicos para distintos recursos bioma-
sicos.
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