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Aislamiento y caracterizacion morfoldgica de cepas nativas de actinomicetos y su
actividad antagonica contra Ralstonia solanacearum, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Salmonella sp.

Bryan Leonardo Guevara Larrea

Resumen. Dentro de la gran variedad de bacterias habitantes del suelo se encuentran los
actinomicetos, los cuales han sido estudiados ampliamente debido a su potencial
antimicrobiano de interés médico y comercial. El objetivo del estudio fue aislar, purificar y
detallar las caracteristicas de la morfologia colonial, celular e identificar los posibles
géneros de cepas de actinomicetos obtenidas a partir de muestras de suelo procedentes de
cuatro sitios diferentes en la Reserva Bioldgica Uyuca (RBU), ubicada en el departamento
de Francisco Morazan, Honduras. Ademas, se evaluo la actividad antagénica de las cepas
aisladas contra cuatro bacterias patdgenas: Ralstonia solanacearum; Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Salmonella sp.  Un total de 12 cepas fueron aisladas y sometidas
a pruebas bioquimicas como tincion de gram, oxidasa, catalasa, y a comparacion
morfoldgica usando el manual de Bergey, con lo cual se identificaron ocho cepas de posible
género Nocardia, dos de Streptomyces y dos de Terrabacter. Se determind que cinco cepas
tuvieron propiedades inhibitorias contra Staphylococcus aureus, dos cepas contra Ralstonia
solanacearum, una cepa contra Escherichia coli y una contra Salmonella sp. Se establecio
un cepario por medio de la inoculacién de las cepas en suelo estéril y en agar avena
inclinado. El suelo de la RBU contiene bacterias de la clase Actinobacteria con potencial
antagonico contra estas cuatro bacterias patdgenas.

Palabras clave: Actinobacteria, antibidtico, bioprospeccion, fitopatdégeno, patégeno
humano.

Abstract. Among the great variety of soil-bacteria are actinomycetes, which have been
extensively studied because of their antimicrobial potential of medical and commercial
interest. The objective of this study was to isolate, purify and describe the characteristics of
colonial and cellular morphology and to identify the possible genera of actinomycetes
strains obtained from soil samples from four different sites in the Uyuca Biological Reserve
(RBU) located in the department of Francisco Morazan, Honduras. A total of 12 strains
were isolated and subjected to biochemical tests such as Gram staining, oxidase, catalase,
and morphological comparison using the Bergey manual, which identified eight strains of
possible genus Nocardia, two of Streptomyces and two of Terrabacter. The antagonistic
activity of each strain was evaluated against four pathogenic bacteria: Ralstonia
solanacearum; Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Salmonella sp. Five strains
were found to have inhibitory properties against Staphylococcus aureus, two strains against
Ralstonia solanacearum, one strain against Escherichia coli and one strain against
Salmonella sp. A collection was established by inoculation of the strains on sterile soil and
inclined oat agar. It was concluded that the soil of the RBU contains bacteria of the class
Actinobacteria with potential inhibitory characteristics against these four pathogenic
bacteria.

Key words: Actinobacteria, antibiotic, bioprospecting, human pathogen, phytopathogen.
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1. INTRODUCCION

Dentro de la gran variedad de bacterias habitantes del suelo se encuentran los actinomicetos;
bacterias gram-positivas que muestran un crecimiento filamentoso como los hongos. Son
aerobicos, heterotrofos, y ampliamente extendidos en la naturaleza. Pertenecen al filum
Actinobacteria, clase Actinobacteria, subclase Actinobacteridae, orden Actinomycetales
que incluye 10 subordenes, de donde se conocen mas de 30 familias y cerca de 160 géneros
(Chavan, Mulaje, & Mohalkar, 2013).

El habitat de los actinomicetos es variado, desde ambientes terrestres, de agua dulce y
salada. El suelo es el habitat mas importante y estudiado de las actinobacterias con los
estreptomicetos como principal componente de su poblacion. Este género ha sido el mas
estudiado y aislado, dado que las actinobacterias terrestres, presentan un potencial
antimicrobiano de interés médico y comercial (Anandan, Dharumadurai, & Ponnusamy,
2016).

Los actinomicetos pueden desarrollarse en ambientes con pH &cidos y alcalinos, asi como
a diferentes concentraciones de sal. Es posible encontrar géneros de actinomicetos
adaptados a aguas marinas y dulces, como lagos y rios, donde actualmente hay una
emergente oportunidad para bioprospeccién de estos microorganismos (Anandan et al.,
2016).

La diversidad de actinobacterias se fundamenta en la capacidad de desarrollarse en varios
habitats y al rol que cumplen en cada uno de los ecosistemas. EXxisten actinobacterias
mesofilas y termofilas que pueden sobrevivir hasta una temperatura de 60 °C. Sin embargo,
la temperatura dptima para su crecimiento y reproduccion es de 20 °C a 42 °C. También,
existen actinobacterias aciddfilas, tolerantes a pH bajo, especialmente en suelos con poco
drenaje con un rango de sobrevivencia de hasta 3.5 pH, sin embargo, su rango 6ptimo es
cerca de 5.5 (Anandan et al., 2016).

Las actinobacterias halofilas pueden encontrarse en aguas marinas o sustratos con altas
concentraciones de sal de hasta 100 g/L Existen otros tipos de actinobacterias, que se
clasifican como endofitas, que en su mayoria no producen cambios visibles en sus
hospederos- Actinobacterias simbidticas, endosimbioticas e incluso se pueden encontrar
estos microorganismos dentro de animales como en el intestino de aves, cumpliendo el rol
de probiontes (Latha, Vinothini, Calvin, & Dhanasekaran, 2016).

La identificacion de los actinomicetos puede llevarse a cabo mediante diversas formas
(identificacion morfoldgica macroscopica, microscopica e identificacion molecular)
considerando una variedad de caracteristicas (Sharma, Dangi, & Choudhary, 2014). La
identificacion morfoldgica se realiza teniendo en cuenta caracteristicas macroscopicas de la



colonia considerando textura polvosa, color, forma, superficie y borde (Salazar Loaiza et
al., 2014). Para la identificacion microscopica se tienen en cuenta caracteristicas observadas
mediante tincion de Gram, como micelio aéreo y vegetativo, fragmentacion del micelio en
diversas formas, agrupacion de esporas, presencia de espirales en pares o grupos en el
micelio, asi como la produccion de pigmentos y se toman en consideracion las
caracteristicas descritas en el Manual de Determinacion Bacterioldgica de Bergey (Bergey,
Buchanan, & Gibbons, 1974).

En la identificacion por medio de métodos moleculares se usan técnicas de amplificacion
de ADN Yy secuenciacion. Dicha identificacion es mas especifica en comparacion con los
métodos morfoldgicos o de requerimientos de crecimiento. La secuencia que se amplifica
es la 16S ADNIr, por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) posteriormente
la secuencia obtenida es analizada por medo de softwares que permiten construir arboles
filogenéticos, de identificacion de cepas (Chen, Jiang, Li, Han, & Jiang, 2016).

La importancia de los actinomicetos se debe a que han sido bien conocidos por la
produccion de metabolitos secundarios que son beneficiosos y se usan en diferentes
industrias. Muchos de los antibidticos utilizados actualmente como la estreptomicina,
gentamicina, rifampicina y la eritromicina son productos de estos microorganismos
(Evangelista Martinez & Moreno Enriquez, 2007).

El uso de estos metabolitos no sélo radica en la industria farmacéutica, sino también en la
agricultura. Estudios previos mostraron que los actinomicetos aislados de suelo en Malasia
tienen el potencial de inhibir el crecimiento de varios patégenos en cultivos como la papa,
que son afectados por bacterias como Xanthomonas campestris o Ralstonia solanacearum
(Lim, Seng, & Abd, 2007).

Tomando en consideracion el gran impacto de los actinomicetos en el suelo al poseer
diversas capacidades como degradar materia organica y su uso potencial como agentes de
control bioldgico contra bacterias fitopatdgenas. Dada estas caracteristicas, surge el interés
de realizar el aislamiento y la caracterizacion morfoldgica de actinomicetos del suelo de la
Reserva Biologica Uyuca (RBU).y determinar su potencial antagdnico contra la bacteria
fitopatdgena Ralstonia solanacearum que afecta cultivos de tomate, chile, entre otros
(Melgar, Rivera, Brown, & Weller, 2012). Asi mismo la actividad antagdnica contra
Escherichia coli, bacteria que causa brotes de diarrea, sindrome urémico hemolitico, colitis
hemorragica y cuadros de disenteria, principalmente en nifios (Rodriguez, 2002). También
contra Staphyloccocus aureus que puede causar multiples problemas de salud, que van
desde infecciones de piel, hasta enfermedades que amenazan la vida en humanos y animales
(Cervantes, Garcia, & Salazar, 2014) y Salmonella sp., que provoca salmonelosis, una de
las infecciones transmitida por alimentos mas frecuentes en todo el mundo (Betancor &
Yim, 2012).

En afios anteriores, se han realizado diversos estudios en la RBU, con respecto a la
diversidad de mamiferos, aves e insectos. Sin embargo, al ser un area con distintos tipos de
suelos a diferentes alturas y tipos de cobertura boscosa, convierten a esta reserva en un area
de interés para el analisis de actinomicetos en el suelo, y asi poder identificar si poseen
potencial antagdnico contra bacterias patogenas.
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La importancia del presente estudio radica en la necesidad de explorar nuestros propios
recursos en busqueda de potenciales fuentes de microorganismos que puedan ser utiles o
que nos provean sustancias de interés, para su uso en control biologico de plagas y
enfermedades de cultivos, asi como de control en patdgenos que afectan animales y
humanos.

Los objetivos del estudio fueron:

e Obtener colonias de actinomicetos a partir de muestras de suelo procedentes de cuatro
zonas distintas de la RBU.

e Determinar mediante las caracteristicas de la morfologia colonial celular y pruebas
bioquimicas la posible identidad de los actinomicetos aislados.

e Evaluar la actividad antagénica de las cepas de actinomicetos aisladas y caracterizadas
contra Ralstonia solanacearum, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Salmonella
sp.

e Generar un atlas con toda la informacion referente a morfologia colonial, celular y
pruebas bioquimicas de las cepas.



2. METODOLOGIA

Sitio de estudio.

La recoleccion de muestras de suelo para el aislamiento de actinobacterias se llevo a cabo
en la RBU ubicada a 20 km de la Escuela Agricola Panamericana (EAP), Zamorano (Figura
1). El aislamiento de las actinobacterias su caracterizacion morfoldgica y pruebas de
antagonismo se realizaron en el laboratorio de Microbiologia Ambiental de la Carrera de
Ingenieria en Ambiente y Desarrollo (IAD) de la EAP, Zamorano.

Sitios de muestreo.

Se tomaron las muestras en cuatro sitios con cobertura vegetal distinta, basados en los datos
del plan de manejo de la RBU. Los sitios de muestreo corresponden a bosque latifoliado
(BL), bosque de pino denso (BPD), bosque mixto (BM) y &rea de rocas con poca vegetacion
(RPV) (Figura 1).
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Recoleccion de muestras de suelo.

Se recolectaron cinco muestras de aproximadamente 100 gramos de suelo en cada uno de
los cuatro diferentes sitios de cobertura en la RBU. Todas las muestras se tomaron a 20 cm
de profundidad y para ello se utiliz6 un barreno el cual se desinfecté entre cada muestra
para evitar contaminacion cruzada. EI muestro fue sistematico, la distancia aproximada
entre uno y otro punto de muestreo en los diferentes sitios de cobertura fue de cinco metros
en zigzag. Las muestras se guardaron en bolsas de polietileno y se transportaron al
laboratorio de Microbiologia Ambiental en una caja de carton. Las muestras fueron
numeradas de manera consecutiva siguiendo el formato que se muestra en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Nomenclatura de muestras de suelo

Lugar de procedencia Nomenclatura Numero de muestra
Bosque Mixto BM 1-5
Bosque Latifoliado BL 6-10
Rocas con poca vegetacion RPV 11-15
Bosque de Pino Denso BPD 15-20

Preparacion de muestras de suelo.

De cada muestra, se pesd 15 gramos de suelo y se eliminaron los grumos haciendo uso de
un mortero y pistilo, posteriormente se colocaron en placas Petri de vidrio donde se secaron
a temperatura ambiente (24 °C) durante cinco dias.

Inoculacion de muestra en medio de cultivo.

A partir de las muestras se tomaron 10 gramos de suelo que fueron diluidos en 90 mL de
Agua Peptonada al 0.1% (AP-0.1%) y posteriormente se realizaron diluciones consecutivas
1:10 (10" a 107®), de las Gltimas dos diluciones (10* y 10°) se inocularon 50 pL por
duplicado en placas de medio de cultivo agar avena (AAV) (Figura 2). Una vez inoculadas
las placas se procedi6 a esparcir el in6culo con un asa de siembra en L para obtener una
dispersion homogénea por toda la superficie del medio. Las placas fueron selladas con papel
Parafilm®y se colocaron en una caja de carton sellada con papel aluminio para evitar la
entrada de luz, a temperatura ambiente (24 °C) por un periodo de siete dias.
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Figura 2. Procedimiento de inoculacion de muestras en el medio de crecimiento.

Se procedié a monitorear las placas inoculadas cada 24 horas, para identificar si existe
crecimiento de colonias bacterianas con caracteristicas morfoldgicas relacionadas a la clase
Actinobacteria. Las cuales se caracterizan por presentar colonias de apariencia polvosa
adheridas firmemente a la superficie del agar, a su vez producen hifas y conidios o esporas
en diversos medios de cultivo (Bergey & Holt, 2000). Una vez obtenidas las colonias tipicas
se procedi6 a su purificacion.

Purificacion de colonias tipicas de actinomicetos.

A los siete dias posteriores a la inoculacion de las muestras en AAV, se procedio a
identificar las colonias que presentaron morfologia colonial tipica de actinomicetos como
textura polvosa. Cada colonia fue retirada de la placa con un asa de siembra en punta
circular, y se realizo una suspension en 200 pl de AP-0.1%, la cual se homogenizé en el
vortex y luego se inocul6 nuevamente en placas de medio AAV (Figura 3). Todas las placas
se guardaron en la incubadora por siete dias a 28 °C. Se observo y documentd por medio
de fotografias tomadas con estereoscopio y el software MoticCam® si las cepas produjeron
pigmentos de distintos colores en el medio de cultivo y hubo presencia de secreciones de
geosmina.



200 uL. AP-0.1%
Figura 3. Procedimiento de purificacién de colonias tipicas de actinomicetos.

Prueba de tincion de gram.

A partir de los aislamientos purificados se realizé un frotis con cada cepa en un porta
objetos, posteriormente se cubri6 el frotis con cristal violeta durante un minuto. Luego se
lavd con agua destilada para eliminar exceso de colorante, para luego cubrir nuevamente
con lugol durante un minuto. Posteriormente, se lavo y se coloco alcohol-acetona por cinco
segundos para nuevamente volver a lavar, finalmente se cubrié el frotis con safranina
durante un minuto como colorante de contraste. Las bacterias Gram positivas se tefiiran de
color violeta intenso, y las negativas de color rosado (Aquiahuatl Ramos & Pérez, 2004).
Cada prueba fue observada bajo el microscopio a 100X y fotografiada.

Prueba bioquimica de catalasa.

Se coloco una gota de peroxido de hidrogeno al 3% sobre un porta objetos y luego con un
palillo de madera se mezclé cada una de las colonias purificadas. Las colonias tenian 48
horas de inoculadas en placas de AAV. El resultado es positivo cuando se da una formacion
inmediata de burbujas visibles (O2), caso contrario es negativa (Fernandez, Garcia, Saéz, &
Valdezate, 2010).

Prueba bioquimica de oxidasa.

Sobre pedazo de papel filtro estéril se vertié una gota de reactivo de oxidasa Carolina®
(dimetil p-fenilendiamina), luego se colocd con un palillo de madera, una colonia de
actinomiceto de cada una de las placas de AAV. El resultado es positivo cuando hay cambio
de color rojo-fucsia en la tira de papel impregnada con el reactivo de oxidasa, si se mantiene
incolora, es negativo (Fernandez et al., 2010).

Identificacion de posible género de actinomicetos.

Se utilizaron las fotografias tomadas de tincion de Gram de cada cepa y se compard la
morfologia observada con las ilustraciones que muestra el manual de microbiologia de
Bergey, que agrupa en un diagrama esquematico el crecimiento del micelio aéreo
caracteristico de cada uno de los géneros de actinomicetos (Bergey & Holt, 2000).
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Pruebas de antagonismo con el método de estria en placa.

Se resembro cada cepa de actinomiceto en placas de AAV de forma estriada en el centro de
la placa. Las cepas se incubaron a 28 °C por siete dias. Luego de este tiempo, se inocularon
cuatro bacterias patdgenas: Ralstonia solanacearum obtenidas del laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Nacional Auténoma de Honduras, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Salmonella sp, proporcionadas por el Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos de Zamorano. Todas las bacterias fueron inoculadas en caldos
nutritivos para luego proceder a la inoculacion en las placas de AAV junto a cada cepa de
actinomiceto (Figura 4).

Las bacterias patdgenas se sembraron con asa de siembra de punta circular, la cual se
introdujo en el caldo nutritivo, y luego se esparcio6 sobre la superficie de la placa. Se sembro
desde el borde de la placa hacia el borde de la colonia de actinomicetos, en linea recta con
una longitud de 2.5 centimetros. Las placas de las pruebas de antagonismo se incubaron a
28 °C por 48 horas.

El efecto inhibidor se determind por la capacidad de las bacterias patégenas de crecer cerca
de las cepas de actinomicetos. Se usaron cuatro placas control con medio de cultivo AAV
en donde se sembrd cada bacteria patdgena para asegurar su crecimiento sin la presencia de
actinomicetos. Se midio la zona de inhibicion desde el borde de la colonia de la cepa
patdégena hasta el borde del actinomiceto. Se considera una inhibicién total si no se
desarroll6 la cepa patdgena en los 2.5 centimetros de estriado, y una inhibicion parcial, por
debajo de esta longitud medida.

Cepa de
actinomiceto

NS}
w
N
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| (O3]

&— / direccion de

/ e

Figura 4. Prueba de antagonismo con cepa de actinomiceto y bacterias patdgenas.
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Preservacion mediante cultivo seriado.

Se resembraron las cepas de forma estriada desde las placas a frascos pequefios estériles
con medio AAV. EI medio fue vertido de forma inclinada para evitar la desecacion, la tapa
no se cerrd completamente para facilitar aireacion y se guardaron en la incubadora a 28 °C
(Figura 5) (Angel Alarcén, 2006).

Siembra en frascos
pequeiios de vidrio

con medio AAV
b l
2
=
Cepa de =
actinomiceto

Vista frontal Vista transversal

Figura 5. Preservacion de cepas de actinomicetos mediante cultivo seriado en frascos.

Preservacion en suelo estéril.

Se esterilizd y secd 30 gramos de suelo proveniente de las muestras originales para
preservar cada cepa. Se realiz6 suspension en 3 mL de agua peptonada al 0.1% en tubos
falcon, se homogenizé la suspension colocandolo en el vortex y luego se vertio en el suelo
para gque sea absorbido. Se almaceno a temperatura ambiente (25 °C) en el laboratorio de
Microbiologia Ambiental (Angel Alarcon, 2006).

Elaboracion de atlas de actinomicetos.

Se disefio un atlas impreso en fisico en el programa Adobe Illustrator®, donde constan las
fotografias de cada cepa con su respectiva informacion desde sitio de origen, resultados de
las pruebas bioquimicas, caracteristicas de morfologia celular, caracteristicas de morfologia
colonial y resultados de las pruebas de antagonismo contra las cuatro bacterias patdgenas.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Cepas aisladas de muestras de suelo de la RBU.
Se aislaron 12 cepas de actinomicetos de la RBU cuyas caracteristicas de morfologia
colonial se detallan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Caracteristicas morfoldgicas de cepas de actinomicetos aisladas y purificadas
Sitio de Cepa  Aislado inicial ~ Aislado purificado Caracter[st!cas
muestreo macroscopicas

Textura de la colonia:

Polvosa

Color: Gris oscuro,

borde gris

Presencia de

pequefias secreciones

Bosque transparentes de

mixto geosmina

Textura de la colonia:
Polvosa

Color: Gris oscuro en
el centro y borde
blanco

BM-B

Textura de la colonia:
Rugosa

Color: Rojo claro en
el centro y borde rojo
intenso.

Bosque

latifoliado  B-C
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Sitio de

Cepa
muestreo P

Aislado inicial

Aislado purificado

Caracteristicas
macroscopicas

RPV-D

RPV-E

Rocas con
poca
vegetacion

RPV-F

RPV-G

BPD-H

Bosque de
pino
denso

BPD-I

Textura de la
colonia: Polvosa
Color: Blanco
Produccion de
geosmina

Textura de la
colonia: seca 'y
polvosa

Color: Gris verdoso
con borde blanco.

Textura de la
colonia: Polvosa
Color: Centro gris,
y borde translicido
y fragmentado

Textura de la
colonia:
Algodonosa

Color: Gris y borde
blanco

Produccion de
geosmina

Colonia
transparente, con
expansion colonial
en todo el medio

Textura de la
colonia: Polvosa
Color: Blanca con
halo del mismo
color
Pigmentacion
amarilla en todo el
medio de
crecimiento
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Sitio de Cepa Aislado inicial Aislado purificado Caracter[st!cas
muestreo macroscopicas

Textura de la
colonia: Polvosa
Color: Negro
Presenta
pigmentacion de
color café en medio
de cultivo

BPD-J

Textura de la
colonia: Polvosa
Produccion de
pigmento color café
en todo el medio de
cultivo

Textura de la
colonia: Polvosa
Color: Gris
Produccion de
secreciones
transparentes de
geosmina

Bosque de
pino

denso BPD-K

BPD-L

Se aislaron cinco cepas del BPD y cuatro la zona de RPV, las cuales poseen caracteristicas
de mayor retencion de humedad en el suelo, debido a la cantidad de materia organica en
BPD vy a la poca exposicion del suelo en RPV que evita altas tasas evaporacion. En cambio,
en BL y BM se aislaron una y dos cepas respectivamente, esto podria deberse a que varios
parches de estas coberturas boscosas se encuentran en regeneracién, con menor cantidad de
materia organica en descomposicion que en bosques con mayor cobertura vegetal. BL y
BM pueden llegar a tener una temperatura de entre 12° a 18 °C, lo cual puede tener un
efecto en el desarrollo de los microorganismos (Mora, LOpez, Acosta, & Maradiaga, 2013).
Como se informa en otro estudio realizado en China, donde se han aislado mas cepas de
actinomicetos de bosques lluviosos y con mayor humedad en el suelo que en bosques
frigidos, con bajas temperaturas (Jiang, Li, Chen, & Jiang, 2011).

Segun el plan de manejo de la RBU, todos los sitios pertenecen a la clasificacion de bosque
muy humedo montano bajo subtropical (omh — MBS) (Mora et al., 2013) la cual posee
suelos con alto contenido de hojarasca, son poco profundos, acidos por su contenido de
agua y lenta descomposicion de material vegetal dadas sus bajas temperaturas de entre 12°
a 18 °C (Romero, 2009). Estas caracteristicas benefician al desarrollo de actinomicetos, por
la presencia de humedad y materia organica (Jiang et al., 2011).
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Purificacion en agar avena.

Se observo un 6ptimo desarrollo de las 12 cepas de actinomicetos en medio de cultivo AAV.
Este medio es recomendado para el cultivo de hongos, ya que es una buena fuente de
nitrégeno, carbono, proteinas y nutrientes necesarios para su desarrollo (HIMEDIA
laboratories, 2011). Los actinomicetos poseen caracteristicas semejantes a los hongos, por
lo que sus requerimientos nutricionales para desarrollarse y reproducirse son muy similares.
El medio AAV esta compuesto por agar bacteriologico y hojuelas de maiz los cuales son
ingredientes faciles de conseguir y de bajo costo, ademas su preparacion es sencilla.

Produccion de pigmentos

De las 12 cepas aisladas, se destacan las cepas BL-C por producir pigmentacion de color
rojo intenso en el medio de cultivo, BPD-I la cual produjo pigmento color amarillo, BPD-J
y BPD-K, en las que se observd pigmentacién de color café opaco y café claro,
respectivamente. Los actinomicetos también han presentado produccion pigmentos
carotenoides y enzimas extracelulares que son producto de metabolismo de diversos
compuestos del medio en el que se desarrollan (Bonifaz, 2012).

Produccion de geosmina

Cuatro cepas presentaron secreciones transparentes posiblemente de geosmina, las cuales
fueron: BM-A, RPV-D, RPV-G y BPD-L. La geosmina es un metabolito volatil que
producen en su mayoria los actinomicetos que pertenecen al género Streptomyces y este
compuesto es ¢l responsable de dar el olor caracteristico a “suelo himedo” (Bonifaz, 2012).

Tincion de Gram.

Todas las bacterias aisladas y purificadas resultaron Gram positivo (Cuadro 5), es decir que
poseen una pared celular gruesa con varias capas interconectadas de peptidoglicano el cual
tiene afinidad por el colorante crista violeta (Bergey & Holt, 2000). Esta prueba también
nos permitié identificar y diferenciar la morfologia celular de las cepas. La familia de
actinobacterias estan definidas como Gram positivas (Chen et al., 2016).

Prueba bioquimica de catalasa.

Esta prueba determina la presencia de catalasa, que es un enzima presente en la mayoria de
los microorganismos que poseen citocromos. Todas las 12 cepas de actinomicetos
presentaron formacién de burbujas (Figura 6). Lo anterior indica que sintetizan catalasa e
hidrolizan el perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno gaseoso (Aquiahuatl Ramos &
Pérez, 2004). Segun el manual de Bergey, la mayoria de género de actinomicetos son
catalasa positiva, sin embargo se han reportado cepas de especies como Rothia dentocariosa
y Oerskovia que en condiciones anaerobias dan como resultado reacciones negativas
(Public Health England, 2015).
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Figura 6. Prueba de catalasa en cepa de actinomiceto BM-A con resultado positivo
observada bajo estereoscopio.

Prueba bioquimica de oxidasa.

Esta prueba nos permite determinar la presencia de enzimas oxidasas. Cuando hay presencia
de un sistema citocromo-oxidasa la enzima oxidasa activa la oxidacion del citocromo el
cual es reducido por el oxigeno molecular produciéndose agua o peroxido de hidrégeno
segun la especie. Las 12 cepas de actinomicetos dieron resultados negativos como se
muestra en la Figura 7, donde se observa un reaccion incolora (Aquiahuatl Ramos & Pérez,
2004). Algunas cepas de actinomicetos han sido reportadas como citocromo oxidasa
positivos, sin embargo los géneros Streptomyces, Nocardia y Terrabacter posiblemente
identificados en este estudio, no poseen la enzima oxidasa y no pueden usar O2 como Ultimo
aceptor de electrones (Bergey & Holt, 2000).

Figura 7. Prueba de oxidasa en cepas BPD-1 y BPD-K con resultado negativo, reaccion
incolora.
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Identificacion de posibles géneros de los actinomicetos aislados.
En el Cuadro 3 se presentan imagenes de la tincion de gram de cada colonia aislada y la
comparacion con los géneros reportados en el Manual de Bergey y su posible género.

Los actinomicetos son bacterias que producen filamentos delgados y ramificados que se
desarrollan en micelios individuales. Cada género de estos microorganismos presenta
diferentes tipos de desarrollo como la septacién de los filamentos, presencia y disposicion
del micelio vegetativo y la forma del micelio aéreo. Estas caracteristicas nos permiten
determinar la posible identidad a nivel de género (Dworkin, Falkow, Rosenberg, Schleifer,
& Stackebrandt, 2006).

Se identificaron ocho cepas cuyo posible género es Nocardia que son bacterias aerobias,
Gram positivo, incluso algunas especies presentan tincion de Gram variable. Son catalasas
positivas, con hifas extensamente ramificadas, que generalmente presentan fragmentos y
no son maviles. La apariencia colonial es variable dependiendo del medio de crecimiento,
pueden ser granulares e irregular, arrugado o amontonado y los pigmentos que producen
pueden tener varios tonos de naranja, rojay amarillo. También presentan un buen desarrollo
en temperaturas de 20 °C hasta 45 °C (Bergey & Holt, 2000).

Terrabacter es el posible género de dos cepas, ambas aisladas de suelo perteneciente a la
cobertura de rocas con poca vegetacion en la RBU. Son bacterias aerobias estrictas y su
morfologia puede variar entre filamentos o cocoides, pueden tener movilidad, son gram
positivas, catalasa positiva y oxidasa negativa. Crecen en temperaturas de 10 °C a 35 °C,
siendo su temperatura 6ptima entre 25-30 °C. No producen &cido a partir de glucosa u otros
azucares en medios con estos componentes (Bergey & Holt, 2000).

Dos cepas aisladas de suelo de bosque de pino denso, presentan caracteristicas morfoldgicas
similares al género Streptomyces. Estas bacterias son gram positivas, con ramificaciones
extendidas en todo el substrato y micelio aéreo que forma cadenas desde tres a mas esporas
en cultivos maduros. Su apariencia en medios de cultivos solidos puede ser granular,
polvosa o aterciopeladas y puede producir pigmentos de colores difusos. Muchas cepas son
capaces de producir una o mas sustancias antibioticas. La mayoria de las especies utilizan
una amplia gama de compuestos organicos como Unicas fuentes de carbono para la energia
y el crecimiento. La temperatura ptimo de crecimiento para la mayoria de especies es entre
25 °C a 35 °C (Bergey & Holt, 2000).
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Cuadro 3. Caracteristicas macro y microscopicas de actinomicetos y posible género

Colonia de cultivo Tincién Manual de Posible
Cepa L ,
en placa inicial de Gram Bergey Género
BM-A Nocardia
BM-B Nocardia
BL-C Nocardia
Nocardia

16



Colonia de cultivo Tincién Manual de Posible

Cepa en placa inicial de Gram Bergey Género
RPV-E T ——_—
:: Z :g\l }’/ Nocardia
RPV-F
Terrabacter
RPV-G
Terrabacter
BPD-H
:Z lgﬁ./ Nocardia
BPD-I
:Z Q/ Nocardia
BPD-J

Streptomyces
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Colonia de cultivo Tincion Manual de Posible

Cepa en placa inicial de Gram Bergey Género

BPD-K | % Nocardia
[ o
BPD-L Saf Streptomyces

Pruebas de antagonismo.

De la totalidad de actinomicetos aislados (12), 10 cepas presentaron actividad antagonica
contra al menos una cepa de bacteria patdgena en la prueba. La cepa BPD-H no fue sometida
a la prueba de antagonismo debido a contaminacion de las colonias. Cuatro cepas fueron
antagonistas contra la bacteria Ralstonia Solanacearum, tres cepas inhibieron la bacteria
Escherichia coli, una cepa inhibi6 el crecimiento de Salmonella sp y ocho aislados
mostraron actividad inhibitoria contra la bacteria Gram positiva Staphylococcus aureus
(Cuadro 4). Estos resultados concuerdan con estudios de actinomicetos aislados de suelo de
India con potencial antagbnico que en mayor proporcion inhibieron el crecimiento de
bacterias Gram positivas, en comparacion a Gram negativas (Panwar & Saini, 2012).

Las cepas que presentaron una inhibicion parcial de crecimiento contra Ralstonia
Solanacearum fueron BM-B con 0.5 cm, RPV-E con 1 cm, BPD-J con 1.5 cm (Figura 8),
BPD-K con 1 cm y BPD-L con 1 cm de distancia inhibida. En el estudio de actinomicetos
aislados de compost contra fitopatdgenos de papa, de 85 actinomicetos aislados, 20 cepas
resultaron tener actividad en contra de Ralstonia solanacearum (Pérez Rojas, Ledn Quispe,
& Galindo Cabello, 2015). Las dos cepas de posible género Streptomyces inhibieron esta
cepa patdgena, lo que concuerda con la identificacion del estudio antes mencionado, donde
la cepa con mejor potencial inhibitorio pertenece a este género (Pérez Rojas et al., 2015).
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Figura 8. Actividad antagdnica de cepa BPD-J de posible género Streptomyces contra
Ralstonia solanacearum. Rectangulo rojo indica inhibicion y amarillo indica crecimiento
de la bacteria patogena.

Dos cepas de actinomiceto, BM-B (figura 9) y RPV-D posiblemente del género Nocardia
inhibieron completamente el crecimiento de Escherichia coli (Cuadro 4). Existen especies
como Nocardia flavorosea que han demostrado potencial antagdnico contra Escherichia
coli (Chun et al., 1998).

Figura 9. Actividad antagonica de cepa BM-B de posible género Nocardia contra
Escherichia coli, inhibicion completa.
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Las cepas RPV-D de posible género Nocardia y RPV-F, posible género Terrabacter
inhibieron completamente el desarrollo de la cepa patdgena Staphylococcus aureus (Figura
10). Las cepas BM-A con 0.5 cm, BPD-I (Figura 11) con 1.3 cm y BPD-K con 2 cm
inhibieron parcialmente esta cepa (Cuadro 4).

Existen estudios que han determinado que los metabolitos secundarios producidos por
actinomicetos y que han sido aislados para probar su actividad antagonica contra bacterias
Gram positivas y negativas, tienen mayor efecto contra bacterias Gram positivas (Kokare,
Mahadik, Kadam, & Chopade, 2004). Las bacterias Gram negativas poseen mecanismos de
resistencia como las bombas de expulsion, con lo cual evitan que el antibiotico llegue a su
destino de accion. También llevan a cabo modificacion enzimatica del antibidtico,
mecanismo frecuente en Escherichia coli, que poseen B-lactamasas de espectro extendido,
las cudles confieren resistencia a una serie de antibioticos (Tafur, Torres, & Villegas, 2008).
Las bacterias Gram positivas no poseen porinas en su membrana externa, las cuales son
proteinas capaces de regular la entrada de algunos compuestos, entre ellos, los antibioticos
(Tafur et al., 2008).

Figura 10. Actividad antagdnica de cepa RPV-F de posible género Terrabacter contra
Staphylococcus aureus.
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Figura 11. Actividad antagénica de cepa BPD-I de posible género Nocardia contra

Staphylococcus aureus.

Salmonella sp. no mostro inhibicién en su crecimiento al ser expuesta a la prueba de
antagonismo junto con las 11 cepas nativas de actinomicetos (Cuadro 4). Estudios sobre
Salmonella sp, aislada de carne de pavo realizados en Turquia en el afio 2010, muestran que
las cepas de la bacteria patdgena aisladas fueron resistentes a varios antibiéticos como la
estreptomicina, compuesto que proviene de cepas de Streptomyces griseus (Iseri & Erol,

2010).

Cuadro 4. Distancia de inhibicién entre las cepas de actinomicetos contra bacterias
patogenas (cm).

Cepa patogena

Cepa de Posible Ralstonia  E.coli Staphylococcus Salmonella
actinomiceto Genero Solanacearum aureus sp.
BM-A Nocardia 0 0 0.5 0
BM-B Nocardia 0.5 2.5 0.5 0
BL-C Nocardia 0 0 0 0
RPV-D Nocardia 0 2.5 2.5 0
RPV-E Nocardia 1 0 0 0
RPV-F Terrabacter 0 0 2.5 0
RPV-G Terrabacter 0 0 2.5 0
BPD-I Nocardia 0 0 1.3 0
BPD-J Streptomyces 1.5 0 1 0
BPD-K Nocardia 1 0 2 0
BPD-L Streptomyces 0 1 0 0
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Preservacion de cepas mediante cultivo seriado.

Se establecid un cepario mediante cultivo seriado en frascos de vidrio con medio AVV, los
cudles no se cerraron completamente para evitar promover un ambiente anéxico dentro del
mismo. Los frascos fueron rotulados y guardados en la incubadora a 28 °C en el laboratorio
de Microbiologia Ambiental (Figura 12).

Preservacion en suelo estéril.
Las 12 cepas fueron inoculadas en suelo estéril, en frascos debidamente rotulados y se
guardaron en una refrigeradora a 8 °C (Figura 13).

Figura 13. Frascos para preservacion de cepas de actinomicetos en suelo estéril.
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Atlas de actinomicetos.
Se generé un atlas fotografico y con los resultados generados en este estudio, el cual fue
impreso en papel Pochteca® blanco brillante (Figura 14).

Departamento de R Anlversarlo
zamorano | Ambiente y Desarrollo 7* Anniversary

ATLAS DE
ACTINOMICETOS

Aislados de la Reserva Biologica Uyuca, Francisco Morazan, Honduras

Estela Aguilar MsC.
Bryan Guevara
Maria Fernanda Zeballos
Figura 14. Portada del atlas de actinomicetos
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4. CONCLUSIONES

Las zonas con coberturas de rocas con poca vegetacion y bosque de pino denso de la
RBU, fueron los habitats de donde se aislaron la mayor cantidad de cepas de
actinomicetos.

Se identificaron tres posibles géneros de actinomicetos presentes en las muestras de
suelo de la RBU, los cuales son Nocardia, con ocho cepas, Streptomyces y Terrabacter
con dos cepas cada uno.

La cepa que presentd mayor actividad antagonica contra la bacteria fitopatdgena
Ralstonia solanacearum fue la BPD-J, de posible género Streptomyces.

La bacteria patogena Gram positiva Staphylococcus aureus fue la que mas inhibicién
en su crecimiento presento al ser sometida a la prueba de antagonismo junto con ocho
cepas de actinomicetos, de posible género Nocardia, Terrabacter y Streptomyces.

La cepa que inhibi6é por completo el desarrollo de las bacterias patdgenas Escherichia
coli y Staphylococcus aureus que afectan humanos fue RPV-D, de posible género
Nocardia y la cepa BM-B, de posible género Nocardia, inhibié por completo el
crecimiento de Escherichia coli.

La bacteria patogena Salmonella sp. no fue inhibida por ninguna cepa de actinomiceto
aislada de la RBU.

Se generd el primer atlas de cepas nativas de actinomicetos aisladas de la RBU
resaltando el potencial del sitio para estudios de bioprospeccion.
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5. RECOMENDACIONES

Realizar muestreos de suelo de otras zonas de la RBU, como la zona nucleo, bosque de
pino en regeneracion, y otras coberturas vegetales para obtener cepas de actinomicetos,
asi como de otras zonas boscosas de Honduras, para obtener informacion méas amplia
de la presencia de estos microorganismos en diversos habitats en todo el pais.

Realizar otras pruebas bioquimicas como solubilizacion de fosfatos, capacidad de fijar
nitrégeno, produccion de sideréforos, entre otras.

Caracterizar molecularmente todas las cepas de actinomicetos para confirmar el género
y la especie a las que pertenecen las cepas aisladas.

Evaluar la actividad antagénica de las cepas de la RBU contra otras bacterias
fitopatdgenas y patdgenas de humanos con el fin de determinar posibles antagonismos
y en el futuro, el desarrollo de bio productos a base de estas bacterias.

Extraer los metabolitos secundarios que producen estas cepas, para poder realizar
analisis de su estructura quimica, y evaluar su actividad antagdnica directa sobre otras
bacterias patdgenas como Pectobacterium carotovorum, que causa pudricion blanda y
Vibrio cholerae, que causa célera en humanos.

Aplicar las pruebas de antagonismo que se realizaron in vitro en invernadero contra
plantas infectadas por Ralstonia solanacearum.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Medio Agar Avena (AAV)

Componente Cantidad (g/L)
Avena en hojuelas 30
Agar bacteriolégico 15
Agua destilada 1000 ml/L

Anexo 2. Fotografias de cepas iniciales de actinomicetos
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