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Actividad Celulolitica de actinomicetos aislados del Jardin Botanico de la

Universidad Tecnoldgica de Pereira
Alejandra Ortiz Jaramillo, Luisa Fernanda Manrique Gutiérrez
Resumen

Debido a la disponibilidad y la capacidad que tienen los actinomicetos de generar enzimas
capaces de hidrolizar enlaces glucosidos. Se aislaron actinomicetos del Bosque de guadua
suelo del Jardin Bot&nico de la Universidad Tecnoldgica de Pereira (JBUTP) para
cuantificar por medio de técnica DNS la capacidad que tienen estos microorganismos de
degradar celulosa presente en la materia organica; estos no han sido muy estudiados en
cuanto a su actividad celulolitica en tesis anteriores. Este proyecto puede servir como base
para que en estudios posteriores los actinomicetos puedan ser presentados como un recurso
clave a nivel de la biotecnologia agroindustrial. Ademaés se identificaron taxonémicamente
hasta un posible genero por medio de analisis microscopico y macroscopico en un
microcultivo, pruebas bioguimicas, aunque las pruebas realizadas no son parametro
suficiente para confirmar un posible género, también se utilizd6 un método instrumental
como lo es espectroscopia Infrarroja (IR), para esto se utilizd una analisis estadistico
multivariado utilizando el software Infostat.

Palabras clave— Actinomicetos, actividad celulitica, técnica DNS
Introduccion

Los Actinomicetos son microorganismos pertenecientes al suelo que tienen la capacidad de
degradar materia orgéanica vegetal lo que conlleva a un rango de actividades. Estas acciones
mejoran la salud de la planta y la calidad estructural del suelo, factores claves de la
fertilidad del mismo. Es por esto que se pretende estudiar el uso de microorganismos como
los actinomicetos, los cuales han sido estudiados a lo largo del tiempo por el papel
importante que desempefian en diferentes disciplinas del saber y su gran disponibilidad, ya
que se encuentran distribuidos en ecosistemas naturales especialmente en suelos, dentro de
sus caracteristicas particulares presentan un olor tipico a suelo hiumedo debido a la
capacidad que tienen estos para producir un metabolito llamado geosmina, estos
microorganismos carecen de nucleo como las bacterias pero poseen filamentos
multicelulares como los hongos, lo que los hace muy similares, sin embargo hoy en dia y
dado a su caracter procariético, se sustenta muy bien su clasificacion como bacterias [1].

Estos microorganismos son importantes por su participacién en la degradacion de materia
organica, promocién de crecimiento vegetal, fijacion de nitrdgeno en plantas, control
biolégico de fitopatdgenos y procesos de biorremediacion natural del suelo [2]. Los
actinomicetos cuentan con la maquinaria enzimatica necesaria para degradar celulosa
generando enzimas como  exo—f3 -1,4-Glucanasa, endo-B-1,4-Glucanasa y f-1,4-
Glucosidasa, que permiten romper quimicamente residuos ricos en celulosa, lignina, quitina
y proteinas [3]. Es por esto que es importante su participacion en la degradacion de materia
organica de origen animal y vegetal. La celulosa es uno de los muchos polimeros
encontrados en la naturaleza el cual puede convertirse en una de las reservas de energia
renovable méas abundantes, ademas es util para los microorganismos por dos razones: como
suministro de energia para el crecimiento de los mismos y como fuente de carbono para la
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formacion del nuevo material celular. Los microorganismos encargados de la degradacion
de la celulosa como los actinomicetos cuentan con las enzimas necesarias para dicho
proposito, por tal razon, su aislamiento e identificacion representa un importante recurso
para lograr la disminucion del impacto ambiental [4].

Actualmente los suelos agricolas estdn empobrecidos por el uso excesivo de maquinaria,
aplicacion de fertilizantes de sintesis quimica y plaguicidas esto con el fin de mantener e
incrementarlos rendimientos de los cultivos pero a su vez esta aplicacion genera un impacto
ambiental negativo, ya que ocasiona la disminucion de la biodiversidad y contenido de
materia organica, ademas dafio de la estructura y aumento de la compactacion del suelo,
debido a esto las plantas son mas vulnerables al ataque de plagas y enfermedades [5].

Es por esto que se ha querido estudiar nuevas técnicas que no sean nocivas para el medio
ambiente, por consiguiente una vez estudiada la capacidad que tienen lo actinomicetos para
degradar celulosa se podria estudiar sus subproductos y poder estudiar estos
microorganismos para implementar una estrategia de bioaumentacion en estudios
posteriores y poderlo presentar como recurso clave a nivel de biotecnologia agricola, la cual
implica la incorporacion al suelo de microorganismos benéficos estimula la actividad
bioldgica edafica y manteniendo el reciclaje de nutrientes en el suelo. Ademas, permite la
formacion de agregados e indirectamente reduce los requerimientos de fertilizacion quimica
de los cultivos [6].

Planteamiento del problema

La celulosa es un importante constituyente carbonado de las plantas superiores, algas y
diversos tipos de hongos y probablemente el compuesto organico més abundante en la
naturaleza, debido a que la mayoria de la vegetacion que pasa a formar parte del suelo es
celulésica, sin embargo en la actualidad se genera una gran cantidad de residuos
agroindustriales con altos contenidos de celulosa, los cuales son dificiles de degradar y a su
vez alteran el equilibrio del suelo lo que conlleva a la utilizacion de productos quimicos.
Debido a la disponibilidad y la capacidad que tienen los actinomicetos de generar enzimas
capaces de hidrolizar enlaces glucésidos, se busca aislar actinomicetos del suelo del Jardin
Botanico de la Universidad Tecnoldgica de Pereira (JBUTP) y estudiar cuantitativamente la
capacidad que tienen estos microorganismos de degradar celulosa presente en la materia
organica, los cuales no han sido muy estudiados en cuanto a su actividad celulolitica en
tesis anteriores. Este proyecto puede servir como base para que en estudios posteriores los
actinomicetos puedan ser presentados como un recurso clave a nivel de biotecnologia
agroindustrial.

Objetivos
General.

Determinar la actividad celulitica de algunos Actinomicetos aislados del suelo del Jardin
Botanico de la Universidad Tecnoldgica de Pereira.

Especificos.
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e Aislar y caracterizar actinomicetos del bosque de guadua del Jardin Botanico de la
Universidad Tecnoldgica de Pereira.

e Realizar la identificacion taxondmica hasta género de las colonias de actinomicetos
a utilizar, por medio de la técnica de espectroscopia infrarroja.

e Cuantificar por medio de la técnica DNS, la actividad celulolitica de los
actinomicetos aislados.

Justificacion

El mal uso agricola de los suelos, que desafortunadamente ocurre en diferentes zonas
cultivables, ha ido intensificando los problemas de fertilidad en los mismos. Lo cual
conlleva a la utilizacion de fertilizantes y productos fitosanitarios quimicos. Los manejos
agricolas mas sostenibles preconizan la disminucion de agroquimicos, como alternativa al
uso de estos compuestos, estrategias que cada dia cobran mas interés. En relacién con los
manejos sostenibles en agricultura, la posibilidad de usar técnicas basadas en el manejo de
microorganismos que usualmente viven asociados a los vegetales, ocurre en virtud de las
acciones positivas que se sabe realizan [1]. Con base en lo anterior, se pretende estudiar el
uso de microorganismos como los actinomicetos, los cuales han sido estudiados a lo largo
del tiempo por el papel importante que desempefian en diferentes disciplinas del saber y su
facil disponibilidad, ya que se encuentran distribuidos en ecosistemas naturales
especialmente en suelos. Estos microorganismos son importantes por su participacion en la
degradacion de materia organica, promocion de crecimiento vegetal, fijacion de nitrogeno
en plantas, control bioldgico de fitopatdgenos y procesos de biorremediacion natural del
suelo. Como se menciond anteriormente, se busca una alternativa que disminuya el impacto
ambiental y que a su vez proporcione beneficios agrotecnoldgicos a los cultivos; por esta
razon, este proyecto busca estudiar actinomicetos aislados del suelo del Jardin Boténico de
la Universidad Tecnoldgica de Pereira como una alternativa biotecnoldgica por su
capacidad de degradar y convertir biopolimeros de origen vegetal como la celulosa y
transformarlos en una fuente de energia para las plantas, pudiendo asi mejorar algunas
caracteristicas como el incremento al desarrollo radicular de la planta, ya que mejora la
asimilacion de nutrientes, ademas aumenta la calidad del suelo aportandole nutrientes. Esto
debido a la produccion de azucares fermentables que a su vez pueden ser usados como
sustrato glucosidico natural. Sin embargo es importante resaltar que la generacion de este
sustrato puede tener otras utilidades como en la produccion de etanol, combustibles,
obtencion de &cidos organicos, edulcorantes, productos farmacéuticos, alimentos, entre
otros [4].

Referente Tedrico

Los actinomicetos son bacterias aerdbicas, Gram positivas, filamentosas y parcialmente
acido resistentes; son heterétrofas, por lo cual pueden utilizar fuentes de carbono simple,
complejo y compuestos moleculares organicos como: 4acidos, azucares, polisacaridos,
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lipidos, proteinas e hidrocarburos alifaticos. Utilizan como fuente de nitrégeno: amonio,
nitratos, amino&cidos, peptonas y un gran ndmero de proteinas. Estos microorganismos
estan ampliamente distribuidos en la mayoria de suelos secos y calidos donde alcanzan
grandes cantidades poblacionales, Dentro de sus caracteristicas especificas, presentan un
olor tipico a suelo humedo por la produccion de un metabolito llamado geosmina.
Adicionalmente, presentan una actividad metabolica alta, produciendo terpenoides,
pigmentos y enzimas extracelulares hidroliticas y ligninoliticas con las que son capaces de
degradar la materia organica de origen vegetal y animal por lo cual son miembros
importantes del sistema de descomposicion del suelo producen compuestos bioactivos, con
actividad antagonista contra microorganismos patégenos, siendo los principales
productores de antibidticos, Particularmente, se han descrito actividades que pueden
catalogar a los Actinomicetos como Rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal. Entre
estas actividades cabe destacar la solubilizacion de fdsforo, fijacion de Nitrdgeno
Atmosférico, produccién de siderd6foros e interaccion con otros microorganismos. En los
ultimos afios se ha incrementado el interés por las aplicaciones de los Actinomicetos a nivel
biorremediacion en Colombia, pudiéndose observar diferentes trabajos al respecto, como el
que presenta en el 2009, Franco-Correa, et al, del Laboratorio de Microbiologia Ambiental
y de Suelos de la Universidad Javeriana, en el cual, se aislaron 10 cepas de Actinomicetos
de 60 muestras de suelo rizosférico proveniente de diferentes zonas de la region de Boyaca,
con el fin de obtener polihidroxialcanoatos (PHA). Los PHA son biopolimeros de acidos
grasos que son biosintetizados por las enzimas de estos microorganismos, siendo
estudiados para su empleo como poliésteres biodegradables, Por su parte, Vargas, et al,
2009, ha hecho énfasis en el importante rol que 34 desempefian los actinomicetos en la
biodiversidad de los ecosistemas sostenibles y como indican el nivel de salud del suelo.
También, Cruz, et al, 2009, destaca que en Colombia se conoce poco acerca de la
biodiversidad microbiana y su funcion en la naturaleza. Por ello, se enfocaron
especialmente en el papel de los actinomicetos sobre la degradacion de celulosa y xilano en
procesos de compost con residuos orgéanicos agricolas [7].

Metodologia

Aislamiento de los Actinomicetos del Jardin Botanico de la Universidad Tecnoldgica de
Pereira.

Pruebas bioquimicas

Prueba Oxidasa, Prueba catalasa, Hidrolisis de la gelatina, Prueba urea, Prueba citrato.
Fermentacion de carbohidratos, Prueba de motilidad.

Conservacion en discos de papel filtro Semistock.

Identificacidn de actinomicetos en Infrarrojo (IR).

Evaluacidn cuantitativa de la actividad enzimatica celulitica y azlcares reductores.

Resultados Esperados

Se esperara aislar los microorganismos del suelo, conservarlos, realizarles pruebas
bioquimicas para acercarse al tipo de actinomiceto aislado, identificarlo en IR con fines
taxondmicos para realizar su identificacion hasta género y cuantificar su actividad celulitica
por medio de la técnica DNS.
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Resultados Obtenidos

Pruebas Bioquimicas

Tabla 1. Resultados pruebas bioguimicas
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Espectroscopia Infrarroja
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Figura 1. Espectros de las colonias de actinomicetos y de la cepa de referencia SMT-015.

Resultados del analisis multivariado (Dendograma)
Caodificacion:

CD: Colonia D

CF: Colonia F

CG: Colonia G

CL: Colonia L

CM: ColoniaM

CQ: Colonia Q

CT: Colonia T

CU: Colonia U

HAN: Hongo Aspergillus Nigger
S.T: S. Thermophilus

SMT: Sreptomyces sp. Cepa Cenicafé

Promedio (Average linkage)
Distancis: (Euclides)

Figura 2. Dendograma de conglomerados de las bandas espectrales entre 3700-2800 cm™ por medio del Software
Estadistico Infostat
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Promedio (Average linkage)
Distancia: (Euclides)
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Figura 3. Dendograma de conglomerados de las bandas espectrales entre 2350-1800 cm™ por medio del Software
Estadistico Infostat

Promedio (Average linkage)
Distancia: (Euclides)

0,00 0,57 1,14 170 227

Figura 4. Dendograma de conglomerados de las bandas espectrales entre 1789-950 cm™ por medio del Software
Estadistico Infostat

Cuantificacion de la actividad Celulitica

0.7
c

160 € 06
-

£ 150 S o5
= £

g 140 S 04
2 =

< 130 g 0.3
= s

& 120 202
S o

8 110 8 01
ie)

100 g 0

24 74 144 216 = 24 74 144 216
S )
Tiempo (h) < Tiempo (h)
@D —— F e @G — oL -@-D —8—F G =——
———-—-M Q —a—T7 —e—U - ¥ =M Q ==t T —=—=U
Figura 5. Concentraciéon ppm de Azucares Reductores y actividad celulitica
Discusion

Pruebas Bioquimicas
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Para realizar la confirmacion del género reportado en el punto anterior, se debia llevar a
cabo una serie de pruebas bioguimicas de las cepas de actinomicetos ya que cuando se tiene
indicios de la posible identidad de una determinada bacteria, realizar una caracterizacion
bioquimica que ponga en manifiesto vias metabolicas o actividades enzimaticas propias de
ella es de gran ayuda,[8]. La comparacion de similitudes con caracteristicas bioquimicas de
microorganismos conocidos y referenciados logra establecer una identidad mas confiable.

Las caracteristicas bioquimicas determinantes para realizar la identificacion en género de
los Actinomicetos segin Aura y Corina [7], se evaluaron con la aplicacion de pruebas
como la Catalasa y la Oxidasa, Hidrolisis de la Urea y Gelatina, motilidad, Prueba de
Citratos y fermentacion de carbohidratos, sin embargo para la confirmacion de posible
género estas pruebas no son suficientes para esta determinaciéon. En la tabla 4.se describe
la forma en que se evidencia un resultado positivo y negativo en cada prueba bioquimica
aplicada.

Analisis Espectros Infrarrojo

Se analizan las bandas representativas de grupos funcionales como CH-OH, C=0 y una
banda caracteristica de polisacaridos ya que en el espectro Infrarrojo con transformada de
Fourier (FT-IR) de una célula es el resultado de la absorcién de todos los modos
vibracionales de los enlaces quimicos de las moléculas que la constituyen, principalmente
macromoléculas como nucleétidos, DNA, RNA, proteinas, carbohidratos y lipidos
(metabolitos primarios) [9].

>1500 cm™ en esta region de encuentran las bandas de absorcién asignables a grupos
funcionales aislados como —OH, C=0, etc.

Entre 3700-3000 cm™ se encuentra una banda de intensidad alta con una vibracion de
tension —OH que es una de las mas dominantes y caracteristicas entre las absorciones de los
grupos funcionales.

Entre 2000-2100 cm™ se encuentra una banda que es caracteristica de equipo Agilent
Resolution Pro.

En 1000 cm™ banda de intensidad media. Vibracion de tensién CH-OH.

Entre 1700-1600 cm™ se encuentra una banda de intensidad media la cual es una vibracién
de tension C=0.

Entre 1200-1000 cm™ hay una banda con intensidad medio caracteristica de la presencia de
polisacéridos.

Dendogramas

Los dendogramas recolectados de las colonias de actinomicetos muestran la division de
familia, género y su similitud. Para este analisis y debido a que el rango espectral fue
demasiado amplio este se dividio en base a la intensidad de las bandas y grupos funcionales
principales, donde se obtuvieron 3 dendogramas con el fin de poder ser comparados con lo
obtenido a través de los anélisis morfologicos.
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Como se observa en las figuras 2,3 y 4 no fue posible clasificar los actinomicetos ya que
para cada rango se presentan diferencias en cuanto la similitud, familia y género, entre los
actinomicetos y las cepas de referencia, fenOmeno que no deberia presentarse, si se
compara con estudios donde hacen uso de este método, esto posiblemente se debe a que
tedricamente se sabe que los actinomicetos son microorganismos del suelo caracterizados
por ser organismos intermedios entre los hongos y las bacterias, es posible que evaluado los
metabolitos secundarios se logre obtener un mejor acercamiento de los actinomicetos
aislados aunqgue bibliograficamente no se tienen resultados que permitan comparar lo que
se llegara a obtener para este tipo de microorganismo.

Actividad Enzimatica

En las figura 5 se observa el comportamiento de los aislamientos bacterianos, estos
presentan una tendencia similar, en donde la mayor actividad enzimatica fue generada por
las colonias Q y M siendo estas de 0,665 y 0,499 UC (unidades Celuloliticas)
respetivamente. Como se observa en la figura 5 se puede concluir que en el momento en el
que se agotan los azUcares reductores en el medio, 24 horas, se evidencia mayor actividad
enzimatica.

Los resultados de la actividad enzimatica fueron 6ptimos aunque se puede llegar a obtener
un sustrato de acuerdo al habitad de crecimiento de los actinos que permita generar mejores
resultados respecto a el caldo de celulosa ademas puede ser incubado a una temperatura
mas alta ya que esta cataliza la actividad enzimatica.

Conclusiones

Los posibles géneros encontrados en el suelo del JBUTP bosque de guadua fueron:
Streptomyces sp y Actinopolyspora; estos géneros son importantes para la medicina y la
agricultura, permitiendo asi seguir con trabajos de investigaciones que busquen mejorar
procesos agricolas en la region.

Por otra parte el género Streptomyces sp ha sido reportado como microorganismo con alto
potencial para degradar la celulosa en mondmeros de glucosa y segun los resultados
obtenidos es precisamente este género correspondientes a las colonias M y Q quienes
obtuvieron un mayor pico de actividad enzimatica (0,499 y 0,665 UC respectivamente) es
decir quienes degradaron mas celulosa respecto a las demas.

La técnica de espectroscopia infrarroja es una técnica sencilla, rapida y sensible la cual
permite caracterizar por familia y especie microorganismos en cuestion, de acuerdo a los
resultados no fue posible lograr caracterizar los actinomicetos aislados, esto es posible
debido a que estos microorganismos son complejos respecto a su composicion por tanto no
se asegura el posible género.

Impacto (Social, Economico y Ambiental)

El uso de los Actinomicetos puede ser implementado en la agricultura como biofertilizantes
los cuales en los sistemas productivos son una alternativa viable y sumamente importante
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para lograr un desarrollo agricola ecolégicamente sostenible, ya que permite una
produccidn a bajo costo y a su vez reduce el impacto ambiental.
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