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Evaluacion preliminar de la abundancia de
hongos lignoliticos cultivables y su actividad
peroxidasa, obtenidos a partir de suelos con

diferentes usos agricolas en zona rural de

Villavicencio

Initial evaluation of the abundance of culturable
lignolytic fungi and yours peroxidase activity,
isolated from soils with different uses in country
zone of Villavicencio

Martha L. Ortiz - Moreno

Docente Facultad de Ciencias Basicas e Ingenierias, Universidad de los Llanos
mlortizm@unillanos.edu.co

La degradacion de la lignina es un proceso limitante para la incorporacién de nutrientes a partir de desechos
agricolas. La distribucion de los microorganismos que patrticipan en el ciclo del carbono depende del uso
del suelo, las practicas agricolas como la quema, el arado y la eliminacién de la cobertura del suelo
disminuyen drasticamente su diversidad. Con el objetivo de identificar las variaciones en la abundancia de
los géneros de hongos lignaliticos cultivables y su actividad peroxidasa, debidas al efecto de diferentes usos
del suelo, se aislaron cepas a partir de muestras obtenidas de parcelas de cacao, citricos, platano, papaya,
yuca, sabana de pastoreo, pino y pifia. Se obtuvieron 25 cepas pertenecientes a los géneros Aspergillus,
Verticillium, Fusarium, Mortierella, Penicillium, Cladosporium, Memnoniella, Humicola y Trichoderma. Siendo
el uso del suelo con mayor nimero de géneros el cultivo de citricos. Los géneros lignoliticos mas frecuentes
en los cultivos fueron Verticillium, Aspergillus y Fusarium. Los géneros Mortierella, Cladosporium y
Memnoniella fueron exclusivos para el cultivo de citricos, al igual que Humicolay Trichoderma lo fueron para
el cultivo de papaya y pino, respectivamente. Con respecto a la actividad peroxidasa se encontré que los
aislamientos pertenecientes a los géneros Fusarium y Mortierella tuvieron la mayor actividad enzimética
con 1,4+0,1 x 10*ng/ltmin y 2,5 veces menos actividad que el control Pleurotus pulmonarius, siendo los
aislamientos mas activos los obtenidos del cultivo de naranja. Estos resultados indican que existe una
relacion entre el uso del suelo, sus caracteristicas fisicoquimicas y los hongos que participan en el ciclo del
carbono. De tal manera que el diagndstico de la comunidad de hongos degradadores de lignina cultivables
podria constituir una herramienta valiosa para evaluar la actividad microbiana en los agroecosistemas.

Palabras claves: Hongos, lignina, suelo, peroxidasa, saprofitos.
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INTRODUCCION

Los hongos son heterétrofos, usan el carbono
organico para la sintesis celular. Por lo tanto, la
micobiota es capaz de atacar a la materia organica
compleja, entre las fuentes de carbono orgénico que
utilizan estan: azucares, acidos organicos, almidon,
celulosa, y lignina, siendo esta ultima
particularmente resistente a la degradacion
microbiana.

La lignina es el compuesto aromatico mas
abundante en la tierray comprende cerca del 15 %
de toda la biomasa terrestre. Normalmente los
contenidos de lignina varian entre 20 y 40 % del
peso seco en las plantas lefiosas. Aparte de esta
variacion porcentual, su ubicaciéon tampoco es
uniforme enla pared celular y en las diferentes partes
del arbol (Paul & Clark, 1996). Aro y colaboradores
(2005) sefialan que la lignina se distribuye
generalmente asociada a las hemicelulosas en los
espacios de las microfibrillas, en las paredes
primariay secundaria, al igual que en la lamela media
como componente cementante entre las célulasy
como endurecedor de las paredes celulares del
tejido xilemético. Ademas este polimero es también
una barrera contra el ataque microbiano a la celulosa
y hemicelulosa en los tejidos lefiosos. Este
compuesto se forma en las paredes celulares de
las plantas vasculares mediante una union oxidativa
de varios precursores relacionados de fenilpropano:
alcohol coniferil, alcohol sinapil, y alcohol p-
hidroxycinamil, que a su vez se originan por la
deshidratacion irreversible de azucares. Las
enzimas peroxidasas o laccasas en la pared celular
de la planta oxidan estos monémeros en un
electrdn, produciendo radicales fenoxy transitorios
y estables a la resonancia que luego se polimerizan
en una variedad de configuraciones (Leonowicz et
al., 1999; Aro et al., 2005).

Los basidiomicetos que descomponen la madera
han sido categorizados en dos grupos, los hongos
de la podredumbre blanca y café, de acuerdo a su
capacidad para degradar la lignina de compuestos
de madera. Los hongos de la podredumbre blanca
son capaces de degradar lignina produciendo una
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zona coloreada alrededor del micelio en placas de
agar que contienen taninos u otros sustratos
fendlicos. La coloracion es causada por fenol
oxidasas secretadas extracelularmente; mientras
gue los hongos de la podredumbre café no pueden
llevar a cabo la degradacién total de la lignina 'y por
lo tanto no producen dicha coloracion. Sin embargo
estos basidiomicetos son conocidos como
responsables de numerosos decaimientos de
paredes celulares en la madera, ya que digieren
los componentes celuloliticos sin la remocion total
de lignina. Los basidiomicetos que causan la
podredumbre blanca de la madera tienen gran
potencial en diferentes procesos biotecnoldgicos,
incluidos los de biorremediacion (Leonowicz et al.,
1999).

Los deuteromicetos u hongos filamentosos también
tienen capacidad para degradar parcialmente la
lignina, por lo tanto hacen parte de los hongos de la
podredumbre parda. Por su ripido crecimiento y
capacidad de adaptacion al estrés ambiental
(Regalado et al., 1997; Consentino et al., 2006),
estos hongos son de particular interés para la
degradacion de desechos agroindustriales en los
Llanos Orientales (Ortiz & Uribe, 2007).

Los hongos degradadores de madera poseen un
sistema enzimético en el que intervienen enzimas
extracelulares (laccasas, manganeso peroxidasas,
lignin peroxidasas y enzimas productoras de
peréxido), metabolitos de bajo peso molecular y
sistemas reductores (Leonowicz et al., 1999; Aro
et al., 2005)

La actividad peroxidasa es importante, ya que es
una enzima que cataliza la oxidacion de ciertos
compuestos dadores de hidrégeno, como fenoles
(guayacol, pirogalol) y aminas aromaticas (o-
fenilendiamina) por medio de peroxidos (H,0,). El
sustrato oxidable mas usado para su deteccion es
el guayacol, que es oxidado a un complejo
coloreado de tetraguayacol de color rojo oscuro en
presencia de peroxidasa: La velocidad de formacién
del tetraguayacol puede ser utilizada como medida
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de la actividad enzimética lignolitica por lecturas
espectrofotométricas de las absorbancias en
relacion con el tiempo. La peroxidasa presenta como
grupo prostético, un grupo Hem, cuyo &tomo central
de hierro forma complejos con diferentes
compuestos, como los cianuros y la hidroxilamina,
inhibiéndose su actividad enzimatica.

MATERIALES Y METODOS
SITIO DEESTUDIO

En este estudio se seleccionaron 10 parcelas con
diferente uso agricola: yuca, citricos, papaya,
sabana de pastoreo, pifia, platano, cacao y pino
(Pinus patula), todas ellas dentro de los predios de
la Universidad de los Llanos, sede Barcelona,
ubicada en zona rural de Villavicencio,
Departamento del Meta (Colombia),
aproximadamente a 750msnm, con una temperatura

TOMA DE MUESTRAS DE SUELO

Dentro de las parcelas se seleccionaron cinco
transeptos aleatorios de 15 metros, para la toma
de muestras Se tomaron 15 submuestras de suelo
de 100g cada metro hasta completar una muestra
integrada de 750 kilos por parcela, esta muestra se
homogenizo y tamizo para su posterior
procesamiento (Alexander, 1967). La muestra se
llevo al laboratorio de Microbiologia Vegetal, en
donde se tomo una muestra representativa de 10g
de suelo que se disolvié en 90 ml de agua y se
realiz6 una serie de dilucion hasta 10,

De las diluciones obtenidas se sembré por
extensién en medio alfalfa (Thorn et al., 1996,
modificado en la fuente de carbono), 101, 103y 100
4 con 3 réplicas para cada una. Para realizar el
recuento de bacterias edéficas se sembr6 en medio
Topping 3 réplicas de la diluciéon 10° y para el
recuento de actinomicetos se inoculé 3 replicas de
la dilucién 10* en medio Czapeck Dox (Paul &
Clark, 1996). Las colonias de actinomicetos se
aislaron y fueron determinadas taxonémicamente
a género con la clave de Alexander (1967).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la abundancia
de hongos deuteromicetos lignoliticos y su actividad
peroxidasa, en diferentes en suelos con diferente
uso agricola paraidentificar preliminarmente si estos
se pueden constituir en bicindicadores de la actividad
microbiana en suelos de agroecosistemas.

media de 33°C y pluviosidad media de 2000mm
(IGAC, 1996). Las caracteristicas fisicoquimicas de
sus suelos son: Textura Franca Arenosa a Franco
Arcillosa Limosa, 2,9-3,5 %Materia Organica, 2,8-
29,4ppm de fosforo, 4,1-5pH y en Mili equivalentes
por 100g de suelo: 1,9-3,1Al; 0,8-14,0Ca; Trazas-
0,4Mg; 0,15-0,36K; 0,02-0,06Na (Analisis
Laboratorio de suelos, Universidad de los Llanos).

Las cajas de petri se incubaron a temperatura
ambiente, y se registré el nimero de colonias en
los medios Topping y Czapeck a los 8 dias y al
medio alfalfa a los 15 dias, los conteos fueron
utilizados para estimar el numero de UFC/g.
Posteriormente se realizé el aislamiento de las
colonias de los hongos lignoliticos en el medio
alfalfa. Las cepas obtenidas fueron determinadas a
género con montajes en azul de lactofenol por
impronta, con ayuda de las claves taxondémicas de
Gilman (1973), Barnett & Hunter (1975). A las cepas
obtenidas se les evalud su actividad peroxidasa
inoculando un cubo de 1cm3 con micelio en
crecimiento vegetativo activo de cada cepa, en
medio liquido alfalfa (medio alfalfa sin agar) con 3
réplicas por cepa, incubacion a temperatura
ambiente por 8 diasy agitacion de 150rpm. Después
de la incubacién se ley6 una alicuota de 1ml de
sobrenadante en espectrofotometro (Merck) a
488nm para detectar la produccion de tetraguayacol
como resultado de la accion de la peroxidasa en el
sustrato guayacol. Las unidades de peroxidasa se
expresan en ng/ltmin). Como control positivo se
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empleo el basidiomicete Pleurotus pulmonarius cuya
actividad peroxidasa a temperaturas superiores a
25°C, ha sido previamente descrita (Leonowizc et
al., 1999)

RESULTADOS Y DISCUSION
ACTINOMICETOS

En cuanto al conteo de unidades formadores de
colonia (UFC) por gramo de actinomicetos se
encontro que los mayores valores se registraron para
los cultivos de platano, papaya y cacao (Tabla 1).
Esto puede estar relacionado con la cantidad de
hojarasca que produce cada cultivo y la
degradabilidad de la misma, por ejemplo la
produccién de hojarasca por parte del cacao es

Los datos obtenidos fueron analizados por analisis
de varianza (ANOVA) y comparaciones multiples
con el paquete estadistico Minitab 14.

comparable con la generada por el platano, sin
embargo las hojas del cacao son ricas en taninos,
gue son moléculas antimicrobianas, los cuales las
hacen resistentes a la degradacion por
actinomicetos cuya actividad primordialmente es
celulolitica (Adekunle et al., 2005; Akpor et al.,
2006, Hao et al., 2006).

Tabla 1. Abundancia de actinomicetos en el suelo de diferentes cultivos

Cultivo UFCl/g
Platano 8,8x10*
Papaya 3,4 x 10*
Cacao 3.4 x10*
Pino 55x 10°
Citricos 1,8x 10°
Sabana de pastoreo 22x10°
Yuca 1,1x 107

Adicionalmente en la muestra predominaron los
actinomicetos con crecimiento incrustante y presencia
de pigmentos, pertenecientes a los géneros

BACTERIAS

En general, se puede decir que los conteos bacterianos
fueron bajos en todos los cultivos lo cual se debe al
pH acido de las parcelas. El nimero de UFC/g mas
alto se presenta en el cacao, donde la composicion
bioguimica de su hojarasca restringe el desarrollo de
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Streptomyces y Nocardia, tipicos de suelos acidos
con estrés nutricional (Alexander, 1967).

otros grupos microbianos y favorece a las bacterias
(Akpor et al., 2006) (Tabla 2). Adicionalmente, en las
muestras predominaron las bacterias pigmentadas de
coloracion amarillay lento crecimiento, las cuales no
fueron determinadas taxonémicamente.
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Tabla 2. Abundancia de bacterias en diferentes cultivos

Cultivo UFClg
Cacao 3,1x10°
Platano 29x10°
Pifia 2,7x10°
Papaya 3,9x10°
Pino 9,5x 10
Citricos 2,0 x 10
Yuca 51

HONGOS LIGNOLITICOS

Para los deuteromicetos lignoliticos se encontré que
los cultivos que tenian mayor niimero de UFC/g fueron
la pifia, papaya y pino, pero su diversidad de géneros
fue baja, lo cual indica que los géneros que habitan
en estos suelos son pocos aunque tienen altas
abundancias, este fendmeno es frecuente en suelos
cuya cantidad de biomasa vegetal es escaza y
recalcitrante para otros grupos microbianos (Adekunle
et al., 2005, Akpor et al., 2006; Hao et al., 2006;
Ortiz & Uribe, 2007) (Tabla 3). Se obtuvieron 25 cepas
pertenecientes a los géneros Aspergillus, Verticillium,
Fusarium, Mortierella, Penicillium, Cladosporium,
Memnoniella, Humicola y Trichoderma. Los géneros
lignoliticos més frecuentes en los cultivos fueron
Verticillium, Aspergillus y Fusarium.

El cultivo de Citricos present6 una mayor diversidad
de aislamientos en los diferentes géneros, siendo
Mortierella, Memnoniellay Cladosporium exclusivos
para este cultivo, al igual que Humicola y Trichoderma
lo fueron para el cultivo de papaya y pino,
respectivamente. Todos los géneros registrados son
saprofitos sin embargo ellos pueden degradar
sustancias de tipo aromatico como agroguimicos asi
gue el manejo del cultivo pudo influenciar esta

diversidad (Krivobok et al., 1998; Saraswathy et al.,
2002).

Los cultivos de yuca, cacao, sabana de pastoreo y
pino presentaron baja diversidad y abundancia
presentando géneros lignoliticos de colonizacion
agresiva como Aspergillus, Verticillium vy
Trichoderma, los cuales pueden desarrollarse
rapidamente sobre suelos con escaso contenido de
materia organica (Paul & Clark, 1996, Ortiz & Uribe,
2007).

En cuanto a la actividad peroxidasa, el ANOVA indica
gue existen diferencias significativas entre los
diferentes cultivos con un valor P=0,000 (=0,05). El
analisis por comparaciones multiples de Dunnet
indica que los cultivos que tienen mayor actividad
peroxidasa fueron citricos, papaya, pifia y platano,
formando el grupo de significancia A. El grupo B
comprende a la yuca, la sabana de pastoreo y cacao,
finalmente el grupo C comprende al cultivo de pino,
con el nivel mas bajo. Esto permite concluir que la
actividad peroxidasa fue mayor en los cultivos que
generan méas hojarasca libre de sustancias
antimicrobianas, lo cual es congruente con lo
reportado por Akpor y colaboradores (2005).
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Tabla 3. Abundancia y actividad peroxidasa de hongos lignoliticos obtenidos del suelo diferentes cultivos
Cultivo UFC/g Género Actividad
peroxidasa
(ng/Itmin) x 107

Yuca 25 Aspergillus sp1 1,2
Verticillium sp1 0,9

Citricos 1,4 x 10* Fusarium sp1 3,7
Fusarium sp2 2,4

Verticillium sp2 0,93

Verticillium sp3 0,19

Verticillium sp4 0,76

Aspergillus sp2 2,4

Mortierella sp1 0,19

Mortierella sp2 24

Memnoniella sp1 0,19
Cladosporium sp1 0,26

Papaya 3,8x10* Aspergillus sp3 0,7
Aspergillus sp4 0,03

Fusarium sp3 0,9

Humicola sp1 0,4
Pina 4,8 x 10* Penicillium sp1 0,38
Fusarium sp4 0,44

Aspergillus spb 0,41
Platano 2,9x 10* Aspergillus sp 6 0,76
Fusarium sp 5 0,96
Verticillium sp5 0,76

Sabana de pastorco 10,8 Verticillium sp6 0,68
Cacao 1,5x 10 Verticillium sp7 0,17
Pino 3.2 x 10* Trichoderma spl 0,08
Control No aplica Pleurotus pulmonarius 3,5
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Se encontro que la actividad peroxidasa maxima fue
para los aislamientos pertenecientes a los géneros
Fusarium y Mortierella con 1,4 x 10*ng/ltmin y 2,5
veces menos actividad que el control Pleurotus
pulmonarius, siendo los aislamientos mas activos los
obtenidos del cultivo de citricos.

Correlacionando estos datos con las caracteristicas
fisicoquimicas del suelo se pudo identificar que los
suelos con mayor actividad peroxidasa tenian valores
muy similares entre si, en cuanto al porcentaje de
materia organica, nivel de pH y contenido bases
intercambiables. Dado que no se evalud el historial de
las caracteristicas de estos suelos no se puede
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