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RESUMEN

La celulosa es el polimero mas abundante en la naturaleza y en la actualidad una fuente de energia promisoria.
Su transformacion biologica es posible gracias a la accién de microorganismos capaces de producir diferentes
tipos de celulasas. Dentro de las actividades del Centro Colombiano de Gendmica y Bioinformatica de Ambientes
Extremos, GeBix que tiene como uno de sus objetivos explorar la biodiversidad de microorganismos con
potencialidad celulolitica del suelo del bosque alto andino del Parque Nacional Natural de los Nevados, se aislaron
microorganismos productores de celulasas, siendo los hongos los que reportaron mayor actividad especificamente
los pertenecientes al género Penicillium (cepas B7, B11, B11M y B19) en sustratos artificiales. En este estudio se
utilizaron dichas cepas junto con nuevos aislamientos de hongos obtenidos a partir de tusas de palma en
descomposicion de los Llanos Orientales de Colombia (cepas TA1y TA2) con la finalidad de determinar cualitativa
y cuantitativamente la actividad celulolitica sobre la tusa como sustrato de interés agroindustrial. La tusa es un
subproducto solido generado a partir de la produccién de aceite de palma (Eleaeis guinensis Jacq.) de lenta
descomposicion y causante de problemas ambientales. Se determinaron curvas de proteinas totales y de actividad
endoglucanasa, exoglucanasa y p-glucosidasa, entre las 60 y las 300 horas de incubacion a 28°C con agitacion y
se determind la capacidad celulolitica de consorcios de hongos co-cultivados, asi como el antagonismo in vitro
entre las cepas de estos consorcios. También, se evaluo la actividad hidrolitica de celulosa y tusa de a partir de
los consorcios establecidos al mezclar los sobrenadantes producidos por las cepas individualmente. Se usé un
modelo factorial con fuente de carbono (celulosa y tusa) como factor principal y cepa (seis) como factor
secundario. Se llevo a cabo un andlisis de varianza de las variables evaluadas y se hizo una comparacion de
medias con el programa estadistico SAS. Los resultados mostraron diferencias altamente significativas en la
actividad celulolitica de las cepas en los sustratos evaluados, siendo la celulosa microcristalina el sustrato que
indujo la mayor actividad enzimatica y la cepa B19 la que tuvo la mayor actividad endoglucanasa y exoglucanasa.
Por otro lado, el co-cultivo de las cepas de hongos en estudio no favorecio la actividad endoglucanasa ni
exoglucanasa, lo cual esta de acuerdo con el resultado obtenido en las pruebas de antagonismo en placa, las
cuales mostraron interbloqueo entre las cepas. En contraste, la hidrdlisis de la tusa fue favorecida por los
consorcios de sobrenadantes de B11B19, B11MB19 y TA1B19, los cuales alcanzaron aumentos de mas del 400%
en comparacion con la hidrélisis obtenida por los sobrenadantes de cada cepa cultivada individualmente ~ (entre
53 y 86%). Lo anterior muestra que el uso de consorcios de sobrenadantes producidos por los microorganismos
cultivados individualmente tiene un alto potencial para degradar tusas de palma. De esta forma se pretende
contribuir a la reduccion en el tiempo de descomposicion de las tusas y disminuir la fuente de problemas
ambientales y sanitarios.

Palabras clave: Celulasa, endoglucanasa, exoglucanasa, p-glucosidasa, co-cultivo, consorcios, hidrélisis, tusa,
celulosa.



DETERMINATION OF CELLULOLYTIC CAPACITY IN VITRO FROM FUNGAL CONSORTIA OBTAINED
FROM COLOMBIAN HIGH YEAN FOREST AND DECOMPOSING OIL PALM (Eleaeis guinensis Jacq)
EMPTY FRUIT BUNCHES ON TWO SUBSTRATES: MICROCRYSTALINE CELLULOSE AND EMPTY FRUIT
BUNCHES

Luz Aida Moya Alvarez
ABSTRACT

Cellulose is the most abundant polymer in nature and currently is used as a promising energy
source. Their biological transformation is made possible by the action of microorganisms able
to produce different types of cellulases. One of the goals of the Colombian Center for
Genomics y Bioinformatics of Extreme Environments, GeBix, is to explore soil
microorganisms, from high Andean forest at the National Park Los Nevados, with high
cellulolytic activity. For that, it was isolated different microorganisms and the fungi, specially
the genus Penicillium, showed the highest cellulolytic activities (strains B7, B11, B11M and
B19) using different artificial media culture. In this study, these strains and new fungus
isolation (TA1 and TA2), obtained from decaying palm empty fruit bunches (EFB) of oil palm
(Eleaeis guinensis Jacq) plantations, were used in order to determine qualitatively and
guantitatively the cellulolytic activity using two substrates: EFB and microcrystalline cellulose.
The agroindustrial substrate, EFB, is a byproduct of palm oil production that presents a slow
degradation rate causing serious environmental problems. Curves of total protein,
endoglucanase, exoglucanase and B-glucosidase activity were determine from 60 to 300
hours of incubation at 28°C under shaking. The cellulolytic activities from consortia of co-
cultured fungi were also determined as well as in vitro antagonism between consortium
strains. In addition, the hydrolytic activity of the consortia established by mixing the
supernatants of each strain was evaluated. A factorial model was used, using carbon source
as main factor (cellulose and EFB) and strains (six) as a secondary factor and the results were
analyzed using the statistical program SAS. The data showed highly significant differences on
cellulolytic activity between strains and media culture used. The microcrystalline cellulose
induced the highest enzyme activity in all the strains compared to the EFB and with respect
to enzyme activity, the highest endoglucanase and exoglucanase activity were detected with
the B19 strain. On the other hand, the co-culture of fungal strains did not increase the
endoglucanase or exoglucanase activity, which agrees with the results obtained on the
antagonism test plate. In contrast, the results showed that the EFB hydrolysis was improved
up to 400%, using the supernatants consortia B11B19, TA1B19, and B11MB19, compared to
the hydrolysis obtained by the supernatants of each strain growing individually (from 53 to
86%). These results showed a high potential of the supernatants consortia to degrade EFB
contributing to the reduction on their time decomposition and the environmental and health
problems.

Keywords: Cellulase, endoglucanase, exoglucanase, B-glucosidase, co-culture, consortia,
hidrolysis, empty fruit bunch, oil palm, celullose.
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DETERMINACION DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA IN VITRO DE
CONSORCIOS DE HONGOS PROVENIENTES DE SUELO DE BOSQUE
ALTO ANDINO Y TUSAS DE PALMA DE ACEITE (ELEAEIS GUINENSIS

JACQ.) EN DESCOMPOSICION SOBRE DOS SUSTRATOS

1 INTRODUCCION

La celulosa es el principal constituyente de la biomasa y en términos de produccidn anual,
uno de los polimeros mas importantes sobre la tierra. Sin embargo, su degradacion es dificil
debido a la estructura misma de la celulosa y a su asociacién con otros polimeros como la
lignina y la hemicelulosa (O'Sullivan 1997, Lynd 2002, Mansfield y Meder, 2003). En Colombia
la agroindustria de la palma de aceite genera grandes voliumenes de biomasa, entre las
cuales la tusa es el principal residuo sélido producto de la extraccion de aceite a partir de los
racimos de frutos frescos cosechados. Asi, en 2008 se disponia de alrededor de 496.225 ton
de tusa (Garcia, Cardenas y Yanez 2009) y su uso como acondicionador del suelo no es muy

atractivo debido al alto costo del transporte en campo y a su dificil degradacion.

Una alternativa para el aprovechamiento de la tusa, que genera valor agregado a la cadena
de produccidn, es la transformacién de la celulosa a azlicares mas simples, los cuales pueden
ser fermentados para producir alcohol (Alam, y otros 2009). Dicha transformacion se inicia
con la hidrélisis de la celulosa mediante el uso de métodos quimicos o bioldgicos. Los
métodos quimicos implican el uso de acidos o bases fuertes en grandes cantidades que de
ser liberados al ambiente causaria una gran contaminacidn ambiental. En contraste, los
métodos bioldgicos ofrecen una alternativa al usar microorganismos capaces de producir
celulasas las cuales son enzimas que hidrolizan la celulosa hasta obtener moléculas mas
simples como la glucosa. Se han reportado microorganismos con actividad celulitica “in vitro”
sobre tusa como los hongos Aspergillus niger (Prasertsan y otros, 1997), Trichoderma reeseii
(Rodriguez y Pifieros, 2007), Chaetomium spp. (Umikalsom, y otros 1997). Sin embargo, es
necesario identificar nuevos microorganismos con altos niveles de actividad celulolitica en

Colombia.



Como una estrategia para explorar la biodiversidad de microorganismos con potencial
celulolitico, procedentes de ambientes extremos, se aislaron bacterias, actinomicetes y
hongos filamentosos a partir de suelos de bosque alto andino del Parque Natural Nacional de
los Nevados. Esto en el marco del proyecto “Caracterizacion de Recursos Genéticos de
Ambientes Extremos” del Centro Colombiano de Gendmica y Bioinformdtica de Ambientes
Extremos, GeBix ( (Avellaneda, y otros 2009). Los ambientes extremos albergan
microorganismos que han sobrevivido a diversos factores como a temperaturas muy
fluctuantes, bajo cero en las horas de la madrugada hasta 27°C durante el dia, a alta
radiacion solar y alta presién atmosférica. Estos factores podrian influir sobre la presencia de
sistemas enzimaticos particulares cuya uUnica forma de evaluacién es el enfrentamiento
directo con sustratos de interés, como es el caso de las tusas de palma de aceite.
Adicionalmente, se aislaron y avaluaron dos cepas de hongos filamentosos a partir de tusas
en descomposicién las cuales por estar adaptadas al sustrato podrian mostrar un mayor

potencial.

El presente estudio tiene la finalidad de determinar la actividad celulolitica “in vitro” de las
cepas aisladas sobre un sustrato natural, tusas de palma de aceite (Eleaeis guinensis) y un
sustrato artificial, celulosa microcristalina. Para ello, se evalud la actividad enzimatica a partir
de consorcios de las cepas en estudio y se determind la hidrdlisis de tusa y celulosa
microcristalina producida por consorcios de sobrenadantes de cultivos de los hongos, con el

fin de determinar la presencia de sinergismo enzimatico.

2 MARCO TEORICO

2.1 CELULOSA

La biomasa contribuye con alrededor del 12% del suministro de energia mundial, mientras
gue en muchos paises en desarrollo sus rangos de contribucién estan entre el 40 y el 50% (E.
Iliopoulou y otros, 2007). La celulosa es el mayor componente de la biomasa vegetal y la base
del ciclo del carbono sobre la tierra. Su utilizacion por los microorganismos ocasiona el mayor

flujo de materiales a la biosfera y es de gran interés en relacién con la transformacidn y el



movimiento del carbono a escala global. A pesar de las grandes diferencias en composicién y
estructura anatémica de las plantas, su contenido esta en el rango de 35 a 50% del peso seco
de la planta (Lynd, y otros 2002). Aunque se han reportado numerosos ejemplos del
potencial biotecnoldgico de materiales de desecho agroindustrial como el bagazo de caia de
azucar, restos de cosecha de cultivos de maiz, las tusas de palma de aceite y malezas
acuaticas, gran parte del potencial de los residuos agroindustriales en la actualidad es

subutilizado.

La celulosa es un homopolisacdrido ramificado que consta entre 10.000 y 15.000 unidades de
D-glucosa, cuya configuracidn se observa en la figura 1. Los residuos de glucosa estan unidos
por enlaces glicosidicos B1-4, los cuales le dan una estructura y caracteristicas fisicas
particulares (Lehninger, Nelson y Cox 2008). Su estructura y su forma y grado de cristalinidad
depende del origen y de los métodos de aislamiento. En la naturaleza esta organizada en
unidades denominadas protofibrillas constituidas por aproximadamente 30 moléculas
individuales de celulosa, empaquetadas en unidades mas grandes llamadas microfibrillas,
ensambladas a su vez en fibras de celulosa. Las microfibrillas corresponden al ensamble
apretado de varias docenas de cadenas unidas entre si por débiles puentes de hidrégeno,
tanto a lado y lado como arriba y abajo en forma de red, lo que le confiere gran resistencia.
Independientemente de su orientacidn, las cadenas estdn unidas por puentes de hidrégeno
intracadena e intercadena, que forman hojas, las cuales se unen unas a otras por fuerzas de
Van der Waals, constituyendo la Celulosa I, la mas abundante en la naturaleza (Pizzi y Eaton.
1985). La imposibilidad de que el agua penetre la celulosa explica por qué la celulosa
cristalina es insoluble. En la celulosa existen dos tipos de puentes de hidrégeno: los que se
forman entre los grupos C3 OH y el oxigeno del anillo piranosa dentro de la misma moléculay
los formados entre el grupo C6 OH de una molécula y el oxigeno del enlace glucosidico de
otra molécula. La modificacion en la estructura de las fibras ha sido observada por

microscopia de fuerza atdmica y de barrido (Ariffin y otros, 2008).

La celulosa microcristalina (Avicel y Sigmacel) es celulosa cuya regién amorfa ha sido
hidrolizada dejando unicamente microfibrillas cristalinas, ya que el tratamiento con &acido
diluido remueve la hemicelulosa y las regiones amorfas de las fibras de celulosa. Esta celulosa

es obtenida a partir de la fibra del algoddn. Es descrita por el fabricante como de alta pureza



y recomendada para ser usada en cromatografia de particién. Tienen un tamano de particula

de 20um y un pH de 5-7 (11wt. %) (Sigma-Aldrich s.f.).
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Figura 1. Estructura de la celulosa. Dos unidades de una cadena de celulosa: los residuos de D-glucosa estan en union p1-4 Las
estructuras rigidas de la cadena puedes rotar una respecto a la otra. (b) Dibujo a escala de dos cadenas paralelas de celulosa,
que muestran la conformacion de los residuos de D-glucosa y el enlace cruzado de hidrégeno. En la unidad de hexosa, abajo
izquierda, todos los atomos de hidrégeno son mostrados. En las otras tres unidades de hexosa, los hidrégenos unidos a
carbonos son omitidos para aclarar como estos no participan en el enlace de hidrégeno. Tomado de (Lehninger, Nelson y Cox
2008)

2.2 CELULASAS

La conversion biolégica de la biomasa celuldsica ocurre a través de la hidrdlisis, quimica o
bioldgica. Esta ultima es generada por enzimas, celulasas, producidas por microorganismos
de gran diversidad y desempefian un papel importante en la biosfera en el reciclaje de este
polimero. La hidrdlisis enzimdtica ofrece un gran potencial, teniendo en cuenta los altos
rendimientos, alta selectividad, bajo costo de energia y condiciones de manejo mds suaves
que en los procesos quimicos (Yang, y otros 2011). Dentro de los organismos celuloliticos se
encuentran bacterias, actinomicetos y hongos, tanto aerdbicos como anaerdbicos, meséfilos
o termdfilos. Cada grupo de microorganismos de acuerdo con sus caracteristicas fisioldgicas
se adapta a algunos materiales en particular y es necesario determinar, de acuerdo con las

caracteristicas de la biomasa, las especies mas adecuadas para su manejo.

Entre las especies de hongos mas reportadas (tabla 1) se incluyen los ascomicetes (ej, T.ressei
y Aspergillus niger), los basidiomicetos que incluyen los hongos de la pudricidn blanca (e;j.
Panaerochete chrysosporium) y los hongos de la pudricién café (e.g. Fomitopsis palustris) y
algunos especies anaerdbicas como Orpinomyces sp. que degradan celulosa en el tracto

gastrointestinal de los rumiantes.




Tabla 1. Grupos de algunos microorganismos celuloliticos reportados bajo diferentes condiciones. Fuente:
http://www.enzymeindia.com /enzymes/cellulase-spanish.asp.

GRUPO ESPECIES

Hongos aerdbicos Trichoderma  viride, Trichoderma reesei, Penicillium pinophilum,
Sporotrichum pulverulentum, Fusarium solanum, Talaromyces emersonii y
Trichoderma koninguii.

Hongos aerdbicos termofilos Sporotrichum thermophile, Thermoascus aurantiacus y humicola insolens.

Hongos anaerdbicos mesofilicos Neocalimastix frontalis, Piromonas communis, Sphaeromonas communis.

Bacterias aerdbicas mesofilicas y Cellulomonas sp., Cellvibrio sp., Microbispora bispora, Thermomonospora
termofilas sp.

Bacterias anaerdbicas mesofilicas | Acetivibrio cellulolyticus, Bacteroides succinogenes, Ruminococcus albus,
y termdfilas Ruminococcus flavefasciens, Clostridium thermocellum.

Modos de Accion de las enzimas celuloliticas: Existen diferencias en la acciéon celulolitica de
los microorganismos aerdbicos y anaerdbicos. En general, los anaerobios degradan la
celulosa via sistemas complejos de celulasas localizados en policelulosomas, o en la superficie
celular y en muchos casos requieren la adhesién a la celulosa (Schwarz 2001). Los
degradadores aerdbicos, bacterias y hongos, también utilizan sistemas complejos de
celulasas que son secretados al exterior y por lo tanto, son recuperables de los
sobrenadantes de los cultivos (Duncan, Farrell, y otros 2006). Las enzimas pueden formar
complejos en la superficie de las hifas en crecimiento como ocurre en Trichoderma reesei (L.
Lynd, y otros 2002). Este hongo filamentoso es uno de los mas estudiados y se caracteriza
por su efectividad en la degradacién de la celulosa tanto nativa como cristalina (Alam y otros,

2005; Lubertozzi y Keasling, 2009; Kumar y Singh 2001; Duncan, Farrell, y otros |., 2006).

Los hongos filamentosos, pueden penetrar los sustratos celuldsicos a través de extensiones
hifales, ademas de producir celulasas libres que no forman grandes complejos estables de
alto peso molecular y por tanto se denominan sistemas no complejados los cuales se
presentan en la siguiente figura. Estos sistemas no son simples aglomeraciones de los tres
tipos de enzimas sino que actuan en forma coordinada para hidrolizar eficientemente la
celulosa (L. Lynd, y otros 2002). Los tres tipos de enzimas celuloliticas identificadas son las
endoglucanasas, las exoglucanasas y las -glucosidasas o celobiasas, las cuales pueden actuar
en forma sinérgica en la degradacién de la celulosa. La endoglucanasa, carboximetilcelulasa
(CMCasa), o 1,4-B-D-glucan-4-glucanohidrolasa (EC 3.2.1.4, de acuerdo con la base de datos
relacional integrada de enzimas (IntEnz) de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular (NC-IUBMB), rompe los enlaces internos -1,4 alterando la estructura cristalina de

la celulosa y expone las cadenas polisacaridas de celulosa a la accidon de la exoglucanasa,
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celobiohidrodolasas, 1,4-B-D-glucanohidrolasa o celodextrinasa (EC 3.2.1.74), la cual produce
tetrasacdridos o disacaridos como la celobiosa. Finalmente, la B-glucosidasa, celobiasa o f3-
D-glucésido glucohidrolasa (EC 3.2.1.21), la cual hidroliza la celobiosa para obtener

monosacaridos individuales de glucosa (L. Lynd, y otros 2002).

La celulosa amorfa permite la penetracion de la endoglucanasa y en la celulosa cristalina el
empaquetamiento es tal que solo los puentes de hidrégeno de los bordes pueden ser
alcanzados por las enzimas de tipo exoglucanasa. La consecuencia natural de esta diferencia
en la estructura cristalina es que la tasa de hidrélisis es mucho mayor para la celulosa amorfa
que para la cristalina (N. Wang s.f.). Normalmente los enlaces glicosidicos B-1,4 no son muy
dificiles de romper. Sin embargo, por estos puentes de hidrégeno la celulosa puede formar
cristales tan estrechamente empacados, que ni el agua ni las enzimas pueden penetrarlos.
Solamente la exoglucanasa, que ataca los enlaces glucosidicos terminales, es efectiva para
degradarla (Lynd, y otros 2002). Se han reportado otras formas de clasificacion de las
celulasas en familias dependiendo de su funcidn, estructura tridimensional o secuencia de

aminodcidos (Yang, y otros 2011; Henrissat y Davies 2011).
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Figura 2. Mecanismo propuesto para la degradacion de la celulosa por celulasas no complejadas. (L. Lynd, y otros 2002)

Se ha reportado que algunas celulasas pueden ser inducidas por sustratos. Es el caso de la
sintesis de exoglucanasa en A. niger la cual puede ser inducida por celobiosa, celodextrina,
celulosa o substratos que contengan celulosa y hemicelulosa. Este hongo requiere una
concentracién limitante de carbono, nitrégeno o fdsforo para la produccién de
celobiohidrolasas o FPase (enzima degradadora de papel de filtro, por sus siglas en inglés). La
adicidn de actinomicina (represor de transcripcion) y cicloheximida, (represor de traduccidn)
reprimio la sintesis de celobiohidrolasas o FPase lo que sugiere que la regulacion de sintesis
de CBH en este organismo ocurre tanto a nivel transcripcional como de traduccional (Hanif,

Yasmeen y Rajoka 2004).



2.3 MODO DE ACCION DE LAS CELULASAS A TRAVES DE CONSORCIOS

Los consorcios de enzimas pueden conformarse por enzimas generadas a partir de uno o
diferentes microorganismos. Se ha descrito el sinergismo de diferente tipo de celulasas, el
cual depende de varios factores, entre los que se encuentran: la naturaleza del substrato, la
composicion de las enzimas y su concentracidn, la afinidad del sustrato por la celulasa, la
estereoespecificidad de los componentes y la proporcion entre el substrato y la enzima
(Yang, y otros 2011). Mansfield y Meder (2003) describen un modelo de accidén para las
celulasas producidas por un mismo microorganismo, Cellulomonas fimmi, que es similar al
encontrado en hongos aerdbicos filamentosos como T. reesei (figura 3). Segun los autores
mencionados, en la bacteria C. fimmi se han detectado diferentes isoenzimas con efectos
sinérgicos durante la sacarificacion de la celulosa. Por ejemplo, las endoglucanasas Cel5A y
Cel6A, poseen patrones de accién diferentes. La primera es mas activa en la depolimerizacion
de la celulosa y libera mas oligosacaridos que la Cel6A pero ambas aumentan la cristalinidad
de la celulosa. Cel5A libera mas azlcares solubles (celobiosa y celotriosa) y altera
significativamente la distribucién del peso molecular, mientras que Cel6A tiene un efecto
limitado en el tamafio de polimero y libera primariamente celobiosa y glucosa.
Adicionalmente, las dos endoglucanasas aumentan ligeramente la cristalinidad de la celulosa.
En contraste, las celobiohidrolasas Cel6B y Cel48A, no afectan el peso molecular y liberan
Unicamente celobiosa o celotriosa. Sin embargo, se ha mostrado que Cel48A es efectiva en la

reduccion de la cristalinidad de la celulosa, mientras que Cel6B aumenta el indice de

cristalinidad.
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Figura 3. Representacion esquematica de la degradacion de celulosa por un complejo de enzimas producidas por
Celullomonas fimmi. Las lineas sélidas corresponden a celulosa cristalina. Lineas en zigzag a celulosa amorfa. Cen6A es una
endoglucanasa que no permanece adherida al substrato y con alta afinidad por la celulosa amorfa. Cel5A es una celulasa que
permanece adherida al sustrato y causa depolimerizacidn de las regiones amorfas. Cel 6B es una exoglucanasa que ataca la
celulosa por el extremo no reductor. Cel 48A es una exoglucanasa que decristaliza la celulosa desde el extremo reductor del
polimero de la celulosa. (Mansfield y Meder 2003)



Asi mismo, T. reesei, secreta dos exoglucanasas extracelulares (CBHI y CBHII) capaces de
hidrolizar los enlaces glicosidicos, particularmente en la superficie cristalina, y formar
celobiosa (dimero B-1,4 glucosidico) como mayor producto de la celulosa. Las dos CBHs
hidrolizan la celulosa cristalina de los extremos de la cadena y tienen una organizacién similar
en forma de dos dominios. EI dominio de unién a la celulosa (CBD, Cellulose binding domain,
por sus siglas en inglés), clasificado como mddulo de unién a la celulosa Familia 1 contribuye
a la adsorcion al substrato insoluble y el dominio hidrolizante (CD), que cataliza el
rompimiento de las uniones glicosidicas. Las dos celobiohidrolasas tienen diferentes tipos de
pliegues. EI CD de CBHI pertenece a la familia 7 glicosido hidrolasa (GH), conocida como la
enzima TrCel7A y la CD de la CBHIl pertenece a las GH familia 6 (Servidor Enzima-
Carbohidrato-Activa (CAZy, por sus siglas en inglés) llamada TrCell16A. En ambas hidrolasas,
los aminodacidos cataliticos se localizan en un tunel relativamente largo, formado por loops
superficiales que se extienden del pliegue central del CD. El reconocimiento de la cadena
envuelve el residuo W40 de triptéfano a la entrada del tunel en el sitio activo (Yang, y otros

2011).

Se han reportado varias formas de sinergismo en la hidrdlisis de la celulosa que incluyen:
endoglucanasas con exoglucanasas, exoglucanasas con exoglucanasas, endoglucanasas con
endoglucanasas, exoglucanasas o endoglucanasas con [-glucosidasas asi como entre
dominios cataliticos y dominios de reconocimiento. Al igual que sinergismo entre celulosa-
enzima-microorganismo y sinergismo espacial por complejos de celulasa (i.e., el celulosoma
de C. thermocellum). Este sinergismo depende de fuentes de las celulasa o aun de
caracteristicas del substrato. Por ejemplo el sinergismo del dominio catalitico y el médulo de
reconocimiento fue reportado para la enzima CenA de C. fimi sobre fibras de algodén y no en
celulosa microcristalina. El sinergismo endo—endo solo ha sido reportado en los hongos

Gloeophyllum sepiarium y Gloeophyllum trabeum (Yang, y otros 2011).

En la actualidad las enzimas comerciales tienen en cuenta la accién sinérgica de las enzimas
para aumentar su efectividad. Asi el coctel de celulasa comercial Celluclast 1.5L (Novozymes)
derivado de T. reesei esta constituido principalmente por celobiohidrolasas y endoglucanasas
(700 Unidades de glucanasa por gramo, EGU/g) correspondientes a EGII (Cel 5A) y EGIII (Cel
12A) (F1), EGIl y CBHII (Cel 6A) (F2), CBHII y EGI (Cel 7B) (F3), EGI (F4), y CBHI (Cel 7A) (F5)

(Zzandona Filho, Siika-Aho y Ramos 2006). Debido al bajo nivel de B-glucosidasa (J@rgensen, y



otros 2005), este sistema comunmente es suplementado con esta enzima para evitar la
inhibicidn por acumulacién de celobiosa, lo cual podria enmascarar los requerimientos
minimos de celulasa a niveles mayores (Kovacs, y otros 2009). Se ha reportado que el
sinergismo entre las celulasas disminuye a altas concentraciones de celulosa (alrededor de
niveles de saturacidén). Por lo tanto, para evitar el exceso de enzimas y tomar la mayor
ventaja del sinergismo entre celulasas, se requiere que la suplementaciéon de B-glucosidasa
esté de acuerdo con la concentraciéon de celulosa del sustrato para una hidrélisis eficiente de

varios substratos lignoceluldsicos (Jergensen, y otros 2005).

2.4 CO-CULTIVO DE HONGOS CELULOLITICOS

La produccién de diferentes tipos de metabolitos a partir de microorganismos ha tenido
varias estrategias. Aunque recientemente algunas bioindustrias han concentrado sus
esfuerzos en sistemas dominados por un solo tipo de microorganismos para la produccion
exitosa de muchas substancias utiles como amino acidos, nucledtidos, antibiéticos, y enzimas
muchos procesos comerciales como la elaboracion de la cerveza, tratamiento de efluentes,
liguidos que procedan de una planta industrial, y la manufactura de lacteos y productos
fermentados convencionales requieren de la acciéon de multiples especies microbianas. La
mezcla de estas especies es en general la regla en los sistemas naturales, donde las
poblaciones microbianas interactian unas con otras (Taniguchi y Tanaka 2004). De acuerdo
con Stoilova, Gargova y Krastanov (2005), el co-cultivo de microorganismos puede aumentar
la produccion de acido acético, el contenido de vitaminas en alimentos fermentados, y la
produccién de enzimas. Estos autores han reportado que, dependiendo de las condiciones de
cultivo utilizadas, el co-cultivo de Thermoascus aurantiacus y A. niger se aumenta la actividad
lacasa, celulasa, « -amilasa y glucosamilasa en comparacidon con las concentraciones
obtenidas individualmente por cada especie. Por otro lado, Gutiérrez-Correa y Tengerdy
(1997), demuestran que el co-cultivo de hongos permite aumentar la produccién de enzimas
con poco aumento en su biomasa celular, lo cual indica que las interacciones sinergisticas no

estan relacionadas con el aumento de crecimiento de biomasa.



De acuerdo con Dashtban, Schraft y Qin (2009), el co-cultivo de hongos celuloliticos ofrece un
medio para mejorar la hidrélisis de residuos lignoceluldsicos y también aumenta la utilizacién
del producto, ya que minimiza el uso de otras enzimas para el proceso de bioconversion. En
algunos casos, algunas cepas de hongos actian mas eficientemente sobre residuos
celulésicos, mientras que otros producen mas enzimas hemiceluloliticas, las cuales hidrolizan
porciones hemiceluldsicas. De acuerdo con los mismos autores, la mezcla de cultivos de
hongos proporciona ventajas en comparacién con los monocultivos ya que permiten
aumentar la productividad, la adaptabilidad y el uso del substrato. Se ha reportado
mejoramiento en la actividad celulolitica con el co-cultivo de T. reesei y A. niger ( (Ahamed y
Vermette 2008), T. reesei RUT-C30 y A. phoenicis (Wen, Liao y Chen 2005) o A. ellipticus y A.
fumigatus T. reesei D1-6 y A. wentii Pt 2804 o T. reesei LM-UC4 y A. phoenicis QM329 en
bagazo tratado con amonio, donde se reportan aumentos tanto la actividad celulasa como

hemicelulasa (Dashtban, Schraft y Qin 2009).

Este aumento de la actividad corresponderia a una relacién de sinergismo, no obligatoria,
gue provee actividades nuevas o aceleradas a las poblaciones microbianas. Estas poblaciones
actdan juntas, permitiendo a los microorganismos combinar sus actividades metabdlicas para
la transformacién de sustratos, las cuales no podrian ocurrir con poblaciones individuales
(Taniguchi y Tanaka, 2004). En el caso de la degradacién de la celulosa, los tres componentes
enzimaticos, endoglucanasas (EG), celobiohidrolasas (CBH) y B-glucosidasas tienen que estar
presentes en grandes concentraciones. Ninguna de las cepas, incluyendo los mejores
mutantes, es capaz de producir altas concentraciones de los tres tipos de enzimas al mismo
tiempo. Por ejemplo, T. reesei produce CBHs y EGs en altas cantidades, pero la actividad B-
glucosidasa es baja a diferencia de A. niger que produce mas B-glucosidasa pero la EG es

limitada (Dashtban, Schraft y Qin 2009).

Las interacciones entre los hongos en cultivos mezclados han sido estudiados por oposicidn
directa de cultivos miceliales en medio sdlido y fueron clasificados inicialmente por Porter
(1924) quien fue referenciado por Molla, Abd-Aziz y Hanafi (2001), como: (1) entremezcla
mutua, (2) (Stoilova, Gargova y Krastanov 2005) entremezcla parcial mutua, (3) etapa
temprana de invasion y reemplazo, (4) etapa tardia de invasion y reemplazo, (5) inhibicidon o

punto muerto en el punto de toque y (6) inhibicién o punto muerto a distancia.
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2.5 CLASIFICACION E IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE LOS
HONGOS FILAMENTOSOS

La taxonomia de los hongos busca descubrir y clasificar todas las especies de hongos, y
brindar una herramienta para su identificacion. Los métodos tradicionales de identificacién
de hongos incluyen microscopia, cultivo o deteccidn de antigenos; sin embargo estos
métodos consumen mucho tiempo, tienen bajo grado de sensibilidad, son dificiles de
estandarizar y no son especificos (ZHAO, y otros 2001). Ha surgido entonces una nueva
metodologia en los Ultimos afios a través del trabajo en ecologia molecular de hongos. Asi,
ultima década se descubren alrededor de 1200 especies nuevas de hongos anualmente, al
tiempo que se aumenta el numero de unidades taxondmicas moleculares operacionales. No
existe una sola base de datos centralizada que compile la informacion de los nuevos grupos
(HIBBETT, y otros 2011). Una de los elementos usados actualmente en la taxonomia de los
hongos corresponde a las secuencias espaciadoras internas (ITS) del RNA ribosomal tanto
para muestras ambientales mixtas como para micelio de especies cultivadas y fue propuesto
como el marcador oficial primario para hongos (Deliberacion de 37 micélogos de 12 paises en
Smithsonian's Conservation and Research Centre, Front Royal, Virginia, May 2007). Hay mas
de 100.000 secuencias fungicas de ITS generadas por secuenciamiento Sanger y depositadas
en el International Nucleotide Sequence Databases y en otras bases de datos, con lo cual se
tiene un material de referencia suficiente para la identificacion de taxones flngicos
(Bellemain, y otros 2010). Se ha demostrado que los ITS1 e ITS4 amplifican adecuadamente

las especies evaluadas (Manter y Vivanco 2007) (ZHAO, y otros 2001).

2.6 LA TUSA DE PALMA COMO SUSTRATO RICO EN CELULOSA

En Colombia, la agroindustria de la palma de aceite presenta una oportunidad en el uso de la
biomasa. Las principales fuentes de biomasa generados en una planta procesadora de aceite
son: racimos vacios (tusas), fibra, cuesco, y efluentes liquidos, entre otros. Una sola planta
extractora de aceite de palma de 60 ton de racimos de fruta fresca/afio tendria disponibles
alrededor de 54.000 toneladas de tusa/afio (Garcia-NUfiez, Garcia-Pérez y Das 2008), con
contenidos de celulosa y hemicelulosa del 47 y 21%, respectivamente y con 41% de carbono,

0,87% de nitrégeno y 0,09% de azufre (J. Garcia 1993). Con una humedad del 65%,
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correspondientes a 8.050 ton de materia seca y alrededor de 47% de celulosa, serian
aprovechables alrededor de 3.760 ton de celulosa por planta de beneficio de aceite/afio.
Debido al proceso de esterilizacién con calor y temperatura al que son sometidos los racimos
para la extraccidn del aceite, tanto los microorganismos como las enzimas que intervienen en
su descomposicidn natural son desnaturalizados aumentado el tiempo de descomposicién y
la proliferacion de insectos que ocasionan ademas de problemas sanitarios, un impacto

ambiental severo (Atlas, 2002 y Prasertan 1996) .

La composicién quimica de la tusa afecta su descomposicion, ya que en general los tejidos de
las plantas difieren con respecto a su organizacion. Algunos tipos de células como el
mesdfilo, tienen paredes delgadas, poco lignificadas, que pueden ser degradadas facilmente
por enzimas hidroliticas de polisacdridos. Otras, como el esclerénquima, tienen lamelas
gruesas y altamente lignificadas que separan las células entre si. Estas deben ser atacadas
desde la superficie interna hacia afuera, como seria el caso de la tusa de palma, en contraste
con la celulosa pura que es degradada de afuera hacia adentro a través de la pared
secundaria (Alam, y otros 2009). Asi, ademas de la dificultad ocasionada por la estructura de
la celulosa misma, hay limitaciones adicionales por la difusidon y el transporte del agente
celulolitico al sitio de ataque, las cuales limitan su uso en algunos habitats (Alam, y otros
2009). La descomposicion de la tusa es ain mas lenta debido a que la extraccién del aceite se
realiza a alta presidén y temperatura por lo tanto ocurre un proceso de esterilizacién y la
degradacion natural solo se inicia después de ser recolonizado por microorganismos del

ambiente.

Se han realizado evaluaciones de la utilizacién de tusa de palma para la produccion de etanol
mediante la fermentacién usando la levadura Saccharomyces cerevisiae de los azUcares
obtenidos después de la hidrdlisis con acido sulfurico. Los resultados mostraron que la
energia obtenible es de alrededor de 1.32 x1017 Joules, alrededor del 20% de los
requerimientos de energia del sector de transporte en Malasia en 2000, potencial que podria

ser mayor si se unen los residuos que contienen xilosa (Yeoh y Lim 2000).
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3  JUSTIFICACION.

Los microorganismos celuloliticos cumplen una funcidn importante en el proceso de
degradacion de material vegetal el cual estd constituido principalmente por celulosa,
hemicelulosa y lignina (L. Lynd, y otros 2002). La capacidad de degradar celulosa esta
ampliamente distribuida en las bacterias, actinomicetes y hongos. Entre los hongos de mayor
produccién de celulasas se encuentran T. reesei, varias especies de Penicillium y de
Aspergillus, cuya actividad ha sido evaluada en diferentes sustratos como tamo de trigo,
bagazo de cafa (Guevara y Zambrano 2006) y tusa de palma de aceite (Rodriguez y Pifieros
2007). Las evaluaciones se han realizado tanto in vitro como en biorreactores bajo
condiciones controladas y ademas se ha reportado que la actividad celulolitica aumenta por
la accidn sinérgica de microorganismos (Lynd, y otros 2002; Ahamed y Vermette 2008) y por
la accién directa de consorcios de enzimas (Andersen, y otros 2008). Sin embargo, la
eficiencia de los procesos de degradacién es, en muchos casos, baja y bioenergéticamente
costosa (L. Lynd, y otros 2002) lo que hace necesario continuar con estudios de
bioprospeccion que permitan identificar y caracterizar microrganismos con potencial
celuldtico para ser utilizados en la degradacion de residuos vegetales de interés

agroindustrial.

Los ambientes extremos son habitats Unicos donde es posible que existan especies de
microorganismos con recursos genéticos novedosos, adaptados a condiciones muy
particulares. Dichas especies constituyen una fuente de generacién de metabolitos
secundarios y enzimas con capacidades metabdlicas diversas, y podrian funcionar en amplios
rangos de temperaturas y pH, lo cual los podria hacer aprovechables a través de procesos
biotecnolégicos (Herbert 1992). Es posible que en los suelos de Bosque Alto Andino del
PNNN existan microorganismos con capacidades metabdlicas, aun desconocidas, pero
potencialmente utiles en una amplia gama de procesos ambientales o industriales. El Centro
Colombiano de Gendmica y Bioinformdtica de Ambientes Extremos (GeBix) inicid la colecta de
microorganismos de diferentes ecosistemas del PNNN con la finalidad de determinar la
factibilidad de su utilizacién en procesos biotecnoldgicos como la degradacidn de celulosa
(GEBIX 2010). Para ello, fueron colectadas muestras de suelo de Bosque Alto Andino y se

obtuvieron 118 aislamientos de microorganismos aerdbicos celuloliticos que incluian
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bacterias, actinomicetes y hongos (Avellaneda, y otros 2009). Sin embargo, estos
microorganismos no han sido evaluados en sustratos naturales y de interés agroindustrial

como la tusa de palma de aceite.

Para este estudio se seleccioné tusa como sustrato natural para ser transformado por los
microorganismos mencionados, ya que se genera en grandes volimenes que alcanzan un
estimado de 496.225 ton/afio en el pais (Garcia, Cardenas y Yafiez 2009) equivalente a
151.596 ton/afio de celulosa que podria ser utilizada para la generacion de glucosa u otros
compuestos de interés comercial. La tusa en general es desaprovechada por la dificultad para
su descomposicién y es fuente de problemas ambientales, a pesar de presentar
caracteristicas que le permitirian convertirse en un sustrato para el desarrollo y aplicacion de

tecnologias (Lynd 2002).

Entre las posibilidades de uso de la tusa de palma, se encuentran el compostaje en campo
(Suhaimi y Ong 1998-2007), el uso como aditivo al polvo de coco para cultivar hortalizas
(Ismail, y otros 2004), para el cultivo de Pleurotus ostreatus (Tabi, Zakil y Fauzan 2008), y para
generacion de bioaceites a través de la pirdlisis (Misson, y otros 2009). Por otro lado,
estudios realizados por Yeoh y Lim (2000) mostraron el potencial de uso de los desechos
lignoceluldsicos de palma de aceite para la produccion de etanol después de ser hidrolizados
guimicamente. A pesar de que las diversas iniciativas alrededor, ain se requiere mayor
investigacion para su uso masivo, los cuales ademas de contribuir a la generacion de valor
agregado en la cadena de produccidn de aceite de palma, contribuirian a la reduccién de un

problema ambiental, para el cual adin no se tienen soluciones .

4 OBIJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL:

Determinar la capacidad celulolitica in vitro de consorcios de hongos provenientes de un
transepto de bosque alto andino del Parque Natural Nacional de Los Nevados y de tusas de

palma de aceite en descomposicidn sobre dos sustratos: tusa y celulosa microcristalina.
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4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar el crecimiento y actividad celulolitica in vitro de aislamientos de hongos
provenientes de suelo de un transepto de bosque alto-andino y de tusas de palma de aceite

en descomposicion.

Determinar el efecto del co-cultivo de los hongos seleccionados sobre la actividad celulolitica
en un sustrato natural, tusa de palma de aceite, y un sustrato artificial, celulosa

microcristalina.

Determinar la capacidad de hidrdlisis de tusa y celulosa, in vitro, por consorcios de enzimas
obtenidos a partir de la mezcla de los sobrenadantes producidas por hongos cultivados

individualmente

15



5 MATERIALES Y METODOS

5.1 CARACTERIZACION DEL CRECIMIENTO Y ACTIVIDAD CELULOLITICA IN VITRO
DE AISLAMIENTOS DE HONGOS PROVENIENTES DE SUELO DE UN
TRANSEPTO DE BOSQUE ALTO-ANDINO Y DE TUSAS DE PALMA DE ACEITE
EN DESCOMPOSICION.

5.1.1 CEPAS DE HONGOS.

Las cepas de los hongos empleadas en este estudio se obtuvieron a partir de muestreos de
suelo de un transepto de Bosque Alto Andino del Parque Natural Nacional de Los Nevados,

PNNN y de tusa de palma de aceite en descomposicién.

55.1.1.1 CEPAS DE HONGOS PROVENIENTES DE SUELO DE UN TRANSEPTO DE
BOSQUE ALTO ANDINO DEL PNNN.

Con base en estudios realizados en el marco del proyecto de Caracterizacion de Recursos
Genéticos en Ambientes Extremos sobre el aislamiento y caracterizacidn de microorganismos
con potencial celulolitico se seleccionaron cuatro (4) cepas de hongos que presentaron las
mayores actividades endoglucanasa, exoglucanasa y p-glicosidasa. A continuacion se
presenta la fuente de las muestras de las cuales se originaron los aislamientos de hongos
seleccionados. En general fueron muestras compuestas asociadas a diferentes especies

vegetales como se describe a continuacién (Avellaneda, y otros 2009):

e B7, muestra de Superpdramo, Valle de las Tumbas asociado a suelo procedente de
cenizas volcanicas.

e B11 de suelo de bosque altoandino asociado a Chusquea fendlerii, varias especies de
musgo, helechos del genero Pteris, Gunnera brefogea, raices de Gaiadendron
punctatum, Freziera canescens, Tibuchina grossa, Vallea stipulari.

e B11M muestra de suelo de bosque altoandino asociado a materia organica y Musgos
de diferentes clases, Helechos (Asplenium harpeodes), Labiadas (Salvia
scutelaroides), Gunera (Gunera brephogea), Campano (Valleaestipulares), Madera

blanda en descomposicion.
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e B19, muestra de suelo de bosque altoandino asociado a Chusquea fendlerii,varias
especies de musgo, helechos del genero Pteris, Gunnera brefogea, raices de

Gaiadendron punctatum, Freziera canescens, Tibuchina grossa, Vallea stipularis.

De acuerdo con la caracterizacion realizada previamente (Avellaneda, y otros 2009) estos
hongos corresponden a los géneros Penicillium spp (Cepas B7, B11M, B19) y Penicillium
thomii (Cepa B11). Las actividades enzimaticas se registran en la tabla 2. Se incluyé una cepa
de Trichoderma harzianum, que se denomina Th, obtenida a partir de un producto comercial
la cual fue incluida como control positivo de la actividad celulolitica, de acuerdo a reportes de

la literatura (Pinheiro D., y otros 2008).

Tabla 2. Actividad celulolitica especifica de las cepas provenientes del PNNN incluidas en el presente estudio.

Endoglucanasa Exoglucanasa Celulasa B-glucosidasa
total
B7 Penicillium spp. 0,3869 0,4496 0,2812 13,0432
B11 P. thomii 0,5127 0,3401 0,2288 4,4907
B11M | Penicillium spp 0,8945 0,1420 0,0830 15,3229
B19 Penicillium spp 0,0799 2,3162 0,1344 31,0668

5.1.1.2 CEPAS DE HONGOS PROVENIENTES DE TUSA DE PALMA EN
DESCOMPOSICION
Los aislamientos fueron obtenidos a partir de un pool de tusas de palma de aceite en
diferentes estados de descomposicidn, de la plantacion de la empresa UNIPALMA localizada
en Cumaral, Meta, (Latitud 4° 5'54.80"N, longitud 72°57'19.10"0) con el fin de establecer una
comparacién con la actividad celulolitica de los aislamientos obtenidos del PNNN. El pool es
el resultado de mezclar dos muestras compuestas: la primera obtenida a partir de 10
submuestras de aproximadamente 80 g de tusa obtenida 8 dias después de ser sacadas de la
planta de extraccion de aceite. Para ello, en cada sitio se retiraron los primeros 30 cm de tusa
y se selecciond material presente al interior de la pila con ayuda de un palin desinfectado
previamente. La segunda muestra fue obtenida a partir de tres puntos seleccionados al azar

de un una zona de alrededor de una (1) ha donde se ha acumulado material durante 3
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meses. Las muestras se mantuvieron en una bolsa sellada bajo refrigeracién hasta su uso

(tres dias después del muestreo).

A partir del pool se tomaron fragmentos de tusa y se maceraron en un mortero estéril, con
solucién salina 0,85% y tween 80 (1mL/I) y se transfirid a un erlenmeyer estéril donde se
completé el volumen a 90 mL con la misma solucidn. Se llevé a agitacidn orbital a 130 r.p.m.
por 15 min. Con el fin de obtener colonias aisladas, se hicieron diluciones sucesivas en tubos
con 9 mL de solucién salina y se sembraron alicuotas de 100 ul en placas de agar con medio
selectivo para aislamiento de hongos celuloliticos. EI medio estd compuesto por 0,5 g de
KH,PO,, 0.2 g de MgS0,.7H,0, 0.1 g de NH;NO; 0,02 g de FeSO,.7H,0, 0,05 g de
Ca(N0s),.4H,0, 2.5 g de extracto de levadura, 10 g de carboximetilcelulosa C,sH3oNagO,;
(CMC), como Unica fuente de carbono, y 15 g de agar agar. El pH final del medio fue de 5,0.
Después de la esterilizacion a 121°Cy 15 |b de presién por 15 min se adicioné en condiciones
asépticas 2.2 mL de una solucién de de cloramfenicol (100 p.p.m.) en etanol absoluto. Las
placas fueron llevadas a incubacidén a 25 °C durante 7 dias. Las colonias mas abundantes
fueron separadas y sembradas de nuevo en placas con medio CMC. Se determind la
morfologia de colonias y microscépica para la identificacién de las cepas. Posteriormente se

hicieron repiques de los aislamientos obtenidos en agar PDA para su mantenimiento.

Con el fin de observar la capacidad celulolitica, se realizé la prueba de iodina (Guevara y
Zambrano, 2006). Veinte (20) ul de una solucién de esporas de los hongos de interés en agua
destilada con tween 80, se inoculé en medio sélido que contenia 0.59 g CMC, 0.1g de NaNOj3,
0.1 K;HPO, 0.1 KCI, 0.05 MgSO,, 0.05 extracto de levadura, 0.1 g de glucosay 7 g de agar. Las
placas fueron llevadas a incubacidn por 60 horas a temperatura ambiente. Una vez crecidas
las colonias se adicioné 5 mL de lugol de Gram por 5 minutos. Al cabo de este tiempo las
placas fueron lavadas con agua destilada. Los halos de hidroélisis fueron observados a

contraluz y medidos. Como control negativo de la técnica se usé agua destilada estéril.

Mantenimiento de las cepas. Los hongos son mantenidos en tiras de papel Whatman n2 3 a
temperatura ambiente en tubos eppendorf. Para su obtencidn, las tiras de papel se disponen
sobre medio PDA y se siembra el indculo. Después de la esporulacion sobre el papel, las tiras
se retirar y se transfieren a una caja de petri estéril para ser secadas a 25°C (Jiménez,

Comunicacion personal).
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Preparaciéon del indculo. Para la siembra se utilizdé una modificacién de la metodologia
propuesta por Diaz (2008). Se sembrd cada una de las cepas de hongos en placas de PDA, las
cuales fueron incubadas hasta la aparicién de conidias a 25 C. Seguidamente, se suspendié el
contenido de la caja de Petri con la cepa del hongo de trabajo en un tubo Falcon y se hicieron
lavados sucesivos con Tween 80 al 1%. Se homogeneizé en vortex y se llevaron a cabo las
diluciones adecuadas con el fin de realizar un conteo en la cdmara de Newbauer. Para el
conteo, se colocaran 10ul de la suspensién en la cdmara de Newbauer y se cubrié con una
laminilla. El conteo se realizd bajo microscopio de luz, objetivo de 40X, en los cuadrantes
adecuados. Se contaron los conidios en 5 cuadros por cuadrante. Las lecturas fueron
registradas y el célculo de la concentracidon se determind mediante la siguiente féormula:
Concentracién = 16x10* x # Conidios x ID / 15, donde: 16x10* es el factor de la cdmara de
Newbauer para 40X. #conidios es el nimero total de conidios registrados en los 15

cuadrantes. ID es el inverso de la dilucion realizada.

5.1.1.2.1 EXTRACCION DE ADN PARA IDENTIFICACION DE LOS AISLAMIENTOS.

La extraccion de ADN se realizé a partir de micelio proveniente de cultivos jévenes de
hongos, crecidos en medio sdélido con CMC (carboximetilcelulosa sal de sodio, de baja
viscosidad, CAS 9004-32-4) al 1%. Se adicionaron 500 pl de buffer de lisis (0,1 M NaCl, Tris-
HCI pH: 8.0, 5 % de SDS), un volumen de perlas de vidrio de 0.45 - 0.5 mm equivalente al
pellet generado por los hongos y 1 ul de RNAasa. Después de agitar con vortex durante 15
min, el material fue centrifugado a 11000 g por 10min. El sobrenadante fue traspasado a otro
tubo eppendorf, donde se adicioné el mismo volumen de Fenol/Cloroformo/alcohol
isoamilico (25:24:1). La mezcla fue agitada en vortex, centrifugada a 10,000 g por 5 min y el
sobrenadante (fase acuosa) transferido a un nuevo tubo eppendorf de 5 mL. Se adicioné el
mismo volumen de Cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). Después de la agitacion se
centrifugd a 13000 rpm por 10min. El sobrenadante fue transferido a un nuevo eppendorfy
se adiciond el mismo volumen de isopropanol absoluto. Se llevd a agitacidn y posteriormente
a incubacién a -20°C durante toda la noche para la precipitacién de acidos nucleicos. En
seguida, se llevd a centrifugacidn a 14000 g por 10 min. El sobrenadante fue descartado y el
pellet resuspendido en 500 pl de etanol absoluto 70%. Después de agitacion fue centrifugado

a 14000 rpm por 10 min. El sobrenadante fue descartado y se dejo secar a temperatura
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ambiente. Finalmente el ADN obtenido fue resuspendido en 50 ul de buffer TE (10mM Tris,
1mM EDTA, pH8).

5.1.1.2.2 AMPLIFICACION DE LOS ITS ADN RIBOSOMAL.

Para la amplificacién de los ITS Se prepard la mezcla de reaccidn constituida por 2,5 ul de
Buffer de reaccién PCR, MgCl, 10X, 1 ul MgCl, (50 mM (lote XA8Bla), 6,25 pul de dNTPs (dNTP
set 100 mM, grado PCR, Cat 10297-018, lote 302526), 1 mM de deoxinucledtidos trifosfato
(dATP, dTTP, dCTP, dGTP-Promega), 6,25 ul de iniciadores ITS1 e ITS4 y 10,25 pl de agua
HPLC. Se adicionaron 2,5 pl del ADN extraido previamente y 5 pl de tag DNA polimerasa
(Recombinante) (Cat 11615-010, lote WHSB1d Brazil). Para un volumen final de 25 pl.

La reaccién PCR se realizd en un termociclador con el siguiente programa: denaturacién
inicial @ 962C por 2 min, luego 35 ciclos de 1 min de denaturacién a 952C, 1 min de anillaje a
552C y 2 min de extensidn a 72 2C. Fue dejado 10 min a 72°C para realizar la extension final.
Los productos de la PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa ultrapura TM
(Cat 15510-027, Invitrogen) 1% a 80 voltios en una fuente de poder Power Pac 3000 (Bio Rad)
durante 30 minutos. Se usé EZ Vision ™Three, DNA loading buffer, 6X, amresco, para la
tincién del ADN. Como marcador se uso Plus DNA Ladder 1 KB (Cat 10787-018 Invitrogen). Se
detectaron bandas de 400 pb-600 pb. El ADN amplificado fue secuenciado para su posterior
analisis en la base de datos del GenBank en NCBI mediante Basic Local Alignment Search

Tool.

5.1.2 PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

La preparacion del medio de cultivo base contiene modificaciones al medio basal de Mandels
y Weber (1969) propuestas por Kumar y Singh, (2001) y Umikalsom y otros, (1997). Su
composicion es la siguiente: NH,Cl 0.004 g/L, (NH,),SO, 2.1 g/L, KH,PO,2.0 g/L, CaCl,0.3
MgS0,.7H,0 0.3 g/L, MnSO,.5H,0 0.00156 g/L, ZnSO,. 7H,0 0.0014 g/L, CoCl,.6H,0
0.00266 g/L extracto de levadura 0.25 g/L, acido succinico 0.01 g/L, celulosa microcristalina
en polvo (20 micron) (CAS 90004-34-6jd06, lote 06526CJ, Sigma) 10. g/L. El pH fue ajustado a

5.0 antes de la esterilizacion.
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Como sustrato natural, se utilizd tusa de palma de aceite, proveniente de calderas de
esterilizacion de racimos de una planta extractora. La tusa fue secada en horno a 60 Cy
procesada en un molino de martillo a un tamafio de fibra de maximo 10 mm. Posteriormente
fue tratada con inmersidn en una solucién de hidréxido de sodio 0,5M durante 4 horas,
lavada con agua para retirar el exceso de alcali y llevada a autoclave por 15 min a 121°Cy 15
Ib de presion. Luego fue sumergida en una soluciéon de H,0, 0,5% (v/v) por 4 horas y de
nuevo lavada con agua corriente (H. Ariffin, y otros 2008). La tusa tratada tenia un contenido
de 55.5% de celulosa, 20% de hemicelulosa y 18,2% de lignina (Andlisis laboratorio de
Nutricidon, Facultad de Zootecnia, Universidad Nacional de Colombia). Con base en el
porcentaje de celulosa obtenido se adicionaron 29 g/L de tusa al medio para éste quedara a
una concentracion final de 10% de celulosa. Este medio que tenia tusa como Unica fuente de
carbono, se utilizd en todas las evaluaciones de crecimiento y actividad enzimatica
(Umikalsom y otros, 1997). Para ello se fueron dispensados 10 mL de medio en tubos Falcon

de 15 mL por indculo e incubados a 28°C en agitacién a 130 r.p.m.

5.1.3 CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE HONGOS

Para todas curvas de crecimiento y actividad enzimatica se ajusté el indculo inicial a 2x10°

conidias /mL en medio CMC 1%. Cada indculo fue dispensado en tubos Falcon de 15 mL con
5 mL de medio con Celulosa microcristalina o tusa y fueron llevados a incubaciéon a 25°C
durante 300 horas para evaluar la actividad de endoglucanasas, exoglucanasa y B-glucosidasa
a las 60, 104, 156, 252 y 300 horas de acuerdo a lo reportado por (Hanif, Yasmeen y Rajoka
2004).

La curva de crecimiento se determiné como la curva de proteinas totales medida con el
método de Bradford (sigmaaldrich s.f.) (Bradford 1976). Para cada lectura se utilizé 5 mL de
cultivo por triplicado (tres tubos) los cuales fueron centrifugados a 5000 r.p.m. por 15 min. El
precipitado fue resuspendido en 1 mL de NaOH 1N y llevado a ebullicidn por 10 min y luego
enfriado en bafo de hielo. Seguidamente, fue centrifugado a 5000 r.p.m. por 15 min. Se
tomaron 100uL del sobrenadante y se mezclaron con 100 pL de NaOH 1N. En placa de ELISA
se dispusieron 5 pL de la solucién anterior y se adiciond 250 uL del reactivo de Bradford. Se

mezclé suavemente y se incubd 10 min a temperatura ambiente. Finalmente, se midid la
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absorbancia a 595 nm utilizando como patrdn albumina sérica bovina (BSA 0.1, 0.25, 0.5, 1y

1.4 mg/mL).

5.1.4 DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENDOGLUCANASA Y EXOGLUCANASA

Se determind la actividad endoglucanasa y exoglucansa de acuerdo a la metodologia
reportada por Ghose (1987) con tres repeticiones para cada lectura. Los sobrenadantes
fueron almacenados a 4°C hasta la determinacion de actividad enzimatica. La reaccion de
evaluacion de la degradacion de celulosa se realizé utilizando volimenes maximos de 200 pl
en gradillas de un termociclador para ajustar tiempo y temperatura de las diferentes
reacciones requeridas. Para la determinacién de endoglucanasas se utilizé como sustrato 50
pl  de carboximetil celulosa (CMC) 0,8% en buffer acetato de sodio pH 5.0, con 50 ul de
sobrenadante de cada hongo. Para la determinacion de exoglucanasas se usé como sustrato
15 pl de p-nitrofenil-B-D-celobidsido (pNPC) al 1% como sustrato en las mismas condiciones
y 100 pl de sobrenadante. Ambas reacciones se incubararon a 40°C por 1 hora y fueron
detenidas a 4°C por 10 minutos. En seguida, 50 pl de esta solucién fue mezclada con 50 pl de
una solucidon de DNS 1%, NaOH 16% y tartrato de sodio-potasio, 43.8% en agua destilada,
para la determinacién de azucares reductores liberados. La mezcla fue incubada a 5 min a
90°C y luego enfriada 10 minutos a 4°C. A continuacion, fueron adicionados 50 ul de la
solucidén anterior con 250 pl de agua destilada. Se hicieron lecturas de absorbancia a 540 nm
en un lector de ELISA del Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Agronomia. Se
hicieron curvas de calibracién con Glucosa (0.1, 0.7, 1.5, 2.5 y 3 g/l) para endo y
exoglucanasas teniendo en cuenta que una unidad de actividad enzimatica corresponde a 1

pmol de glucosa liberada por minuto durante la hidrdlisis.

5.1.5 DETERMINACION DE ACTIVIDAD B-GLUCOSIDASA

Para la determinacidon de actividad B-glucosidasa se usaron 180 ul de p-nitrofenil-B-D-
glicopirandsido (pNPG), como sustrato y 50 pul de sobrenadante. Posterior a la incubacidn con
el sustrato se tomaron 20 pl de esta solucidn y se adicionaron 80 ul de carbonato de sodio
2% y 180 pl de agua. Se midié la liberacion de p-nitrofenol como el incremento en la
absorbancia a 405 nm y se usé pNitrofenol (10, 20, 30 y 50 pg/mL) para la curva de
calibraciéon de B-glucosidasas (Sadana y Patil 1988).
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5.2 DETERMINACION DEL EFECTO DEL CO-CULTIVO DE HONGOS PROVENIENTES
DE SUELO DE UN TRANSEPTO DE BOSQUE ALTO-ANDINO SOBRE LA
CAPACIDAD CELULOLITICA EN CELULOSA Y TUSA DE PALMA DE ACEITE

Para la determinacién del efecto del co-cultivo de hongos se conformaron consorcios
inoculando dos o mas cepas en 5 mL de medio semisdlido con celulosa microcristalina o tusa
de palma, como unica fuente de carbono, en tubos Falcon de 15 mL. El inéculo estaba
compuesto por 1 mL de una solucién de 10°esporas /mL en agua con Tween 80 0.01%. Dicho
volumen fue dividido en partes iguales de acuerdo con el nimero de cepas del consorcio. Asi,
para un consorcio de dos cepas se adicionaron 0,5 mL de cada uno. En los consorcios, la
inoculacion de B19 fue realizada 48 horas antes, teniendo en cuenta la menor velocidad de
crecimiento inicial en comparacién con las demas. Los consorcios con tusa y celulosa fueron
incubados 25°C por 300 horas en agitacién orbital a 130 r.p.m. (Umikalsom y otros, 1997). Se
hicieron tres réplicas de cada consorcio y se establecid la actividad enzimatica Unicamente a
las 300 horas de acuerdo a lo reportado por Umikalsom (1997) quien obtuvo a este tiempo

las mayores actividades endoglucanasa y B-glucosidasa.

Como complemento para determinar el efecto del co-cultivo de las cepas en conjunto, se
realizaron pruebas de antagonismo en agar PDA a 25°C en la oscuridad. Se hicieron tres
réplicas de las combinaciones evaluadas. El indculo obtenido del circulo externo de una
colonia de cada cepa, precrecida en PDA, consistié en 20 ul de una solucién de esporas en
agua estéril con Tween 80 0.01%. Las gotas fueron dispuestas equidistantes en la superficie
del agar, para permitir las mismas condiciones de crecimiento a cada cepa, en cajas de Petri
de 9 cm de diametro (Szekeres y otros, 2006). De acuerdo con la velocidad de crecimiento de
las cepas, se inoculd la cepa B19 48 horas antes que las demas. Las cajas fueron incubadas
por 10 dias y al cabo de este tiempo, se tomaron fotografias de las placas con una cdmara
digital Kodak DX 3900 a la misma distancia en todos los casos. El area ocupada por cada
colonia fue medida con el software J-Image (http://rsb.info.nih.gov/ij/) disponible por

s

internet, con el uso de la herramienta “mano libre” “seleccién manual de la imagen”. Se
. s s . . .z 2

determind en cada caso el drea total de la caja para la respectiva correccidn a cm”. La

habilidad antagonista se caracterizé con el indice de Biocontrol, BCI, por sus siglas en inglés,

calculado con la siguiente ecuacién: BCI= (area de colonia 1 / area total ocupada por las dos o
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tres cepas) X 100 (Szekeres y otros, 2006).

5.3 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA IN VITRO, EN CELULOSA
Y TUSA DE PALMA DE ACEITE, DE CONSORCIOS DE SOBRENADANTES
PRODUCIDOS POR HONGOS CULTIVADOS INDIVIDUALMENTE.

Los sobrenadantes fueron obtenidos al cultivar las cepas individualmente en tubos Falcon de
15 mL con 10 mL de medio con celulosa microcristalina como fuente de carbono. Cada cultivo
fue centrifugado a 10000g por 10 min. Se adiciond Azida de sodio NaN; 0.001%(w/v) (Wang y
otros, 2004). La hidrdlisis enzimatica se realizd en tubos Eppendorf de 1,5 mL con 100 pl de
buffer acetato y 100 ul de sobrenadantes libres de células que contienen la enzima, con
celulosa microcristalina o tusas 5% (w/v) como substrato incubados a 45°C y 175 r.p.m. en
agitador orbital. El volumen inoculado de 100 pl se dividié de acuerdo con el nimero de cepas
de cada consorcio, asi por ejemplo para consorcios de enzimas provenientes de 2 cepas el
volumen de cada una fue de 50 plL y para consorcios de cuatro cepas fue de 25 uL. Se incluyé
un blanco que contenia buffer acetato pH 5.0 sin glucosa. La hidrélisis enzimatica se realizd
por triplicado y se determind la concentracién de la glucosa obtenida a las dos horas, por el

método de DNS.

5.4 ANALISIS ESTADISTICO

Para la evaluacidn estadistica se usé un modelo factorial con fuente de carbono, como factor
principal, con dos niveles, celulosa y tusa. El factor secundario fue cepa, con siete niveles
correspondientes a las cepas B7, B11, B11M, B19 del PNNN y TAl y TA2, aislamientos
provenientes de tusa en descomposicion y una cepa de Trichoderma harzianum denominada
Th, obtenida a partir de un producto comercial. Las variables evaluadas corresponden a
proteinas de la biomasa, y actividad endoglucanasa, endoglucanasa especifica, exoglucanasa,
exoglucanasa especifica, B-glucosidasa, B-glucosidasa especifica. Cuando se encontraron
diferencias significativas al 0,05 o 0,01%, se realizd la comparacién de medias por el método
de Tukey y Scheffe. Todas las pruebas estadisticas fueron realizadas con el software analitico

S.AS.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 CARACTERIZACION DEL CRECIMIENTO Y ACTIVIDAD CELULOLITICA IN VITRO
DE AISLAMIENTOS DE HONGOS PROVENIENTES DE SUELO DE UN
TRANSEPTO DE BOSQUE ALTO-ANDINO EN CELULOSA Y TUSA DE PALMA DE
ACEITE

6.1.1 IDENTIFICACION DE LOS AISLAMIENTOS PROVENIENTES DE TUSA DE
PALMA.

Los hongos filamentosos obtenidos de tusa en descomposicidon fueron aislados en medio
CMC vy posteriormente repicados en medio PDA para su identificacion y posterior
conservacién. Se seleccionaron las dos cepas que obtuvieron los halos mas grandes en la
prueba de iodina (Figura 4) y fueron denominados TA1 y TA2.

Caracterizacion morfoldgica. La morfologia macroscdpica y microscopica de los aislamientos
se presenta en la Figura 5. La colonia del aislamiento TA1 en PDA tiene un didmetro de 5cm a
los 10 dias de incubacion, inicialmente es de color blanco, aterciopelado, que va
oscureciéndose con el tiempo, hasta quedar con zonas blancas y zonas café verdosas
pulvurulentas. El reverso de la colonia es de color rojo oscuro. Microscépicamente presenta
conidioforos pequefios, vesiculares y ascocarpos grandes y redondeados, ademds de
abundantes células de Hille incoloras. Los ascocarpos se localizan dentro de las zonas
amarillentas de la colonia. El aislamiento TA2 en PDA presenta una colonia de crecimiento
rapida, plana, vellosa, compacta, blanca al comienzo y verde a los 10 dias de cultivo.
Microscopicamente se observan conididforos cortos. Las conidias de los hongos fueron
mantenidas mediante conservacion en tiras de papel de filtro Whatman como soporte a
temperatura ambiente. De acuerdo con la base de datos de hongos Mycobank (Fungal
databases, al http://www.mycobank.org/MycoTaxo.aspx?Link= T&Rec=346743, 01/01/2000,
entered by Mycobank administration, MBSPEC 3609. Fecha de consulta: Agosto 15 de 2011.)
la morfologia de los aislamientos 1 y 2 corresponden a Emericella nidulans y Aspergillus

fumigatus respectivamente.
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(b) Muestras de tusa usada
para los aislamientos de
hongos

(c) Preparacion de la

(d) Crecimiento en (e) Prueba de iodina de los
muestra

medio con CMC como aislamientos TA1y TA2 en
fuente de carbono medio CMC

(f) Conservacion de las
cepas de hongos.

Figura 4. Proceso de aislamiento de hongos celuloliticos a partir de tusa de palma de aceite, crecimiento en CMC, prueba de
iodina y aspecto de la conservacion de cepas.

B19: Penicillium spp. B11: Penicillium spp. 90% !

) B11M: Penicillium spp.
90% 90%

Th: Trichoderma
harzianum

TAL: Emericella nidulans. Conidiéforos tefiidos con azul de lactofenol (400X),

TA2: Aspergillus fumigatus. Conidiéforos
lonia en PDA 10 dias, posibles células de Hulle (400X), ascos y ascoporas.

(400X) tefiidos con azul de lactofenol y
aspecto de la colonia en PDA.

Figura 5. Morfologia de colonia de las cepas utilizadas en el estudio y morfologia microscépica (400X) de los aislamientos de
hongos obtenidos a partir de tusa.
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Caracterizacion molecular. Para la identificacion molecular, el ADN se obtuvo de cultivos
jévenes crecidos en PDA. Se comprobd la presencia y calidad del ADN obtenido por
electroforesis en gel de agarosa (1%) y se hizo la amplificacion de los fragmentos ITS 1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS 4 (TCCTCCGCTTAT TGATATGC) (Petti 2007) (Fig. 6). Las
muestras para secuencia fueron purificadas por precipitacion con etanol y posteriormente la
secuenciacion fue realizada por extensién del iniciador ITS1 bajo las condiciones del kit
“BigDyeTM terminator” y usando un secuenciador automatico 3730XL (anexos 1 y 2). La
secuencia del aislamiento TA1 con 684 bases tuvo una alta homologia con las contenidas
dentro del GenBank. Los resultados del BLAST del NCBI arrojaron una identidad del 100%
con Emericella nidulans strain EN-KSU-09 para el aislamiento TA1 y de 99% con Aspergillus
fumigatus para el aislamiento TA2. Estos dos hongos pertenecen al Reino: Fungi, Divisién:
Ascomycota, Subphylum: Pezizomycotina, Clase: Eurotiomycetes, Subclase:
Eurotiomycetidae, Orden: Eurotiales, Familia: Trichocomaceae, Género: Emericella, Especie:

nidulans y Género: Aspergillus, Especie: fumigatus.

( b) Patron A2

Figura 6. Electroforesis del ADN extraido del aislamiento de los aislamientos y sus productos de amplificacion. (a) ADN aislado
de TA2y ADN A a 50, 100y 150 ng/ul. (b) Productos de PCR de los fragmentos amplificados de ADN aislado de TA1y TA2 con
los primers ITS1 e ITS4.

6.1.2 CURVAS DE CRECIMIENTO

Las condiciones de preparacion de inéculo, crecimiento de las cepas y la curva patréon de

proteinas se presentan en las Figura 7y anexo 3.
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Figura 7. Condiciones de crecimiento y cultivo de las cepas. (a) Precultivo en medio sélido con CMC como fuente de carbono.
(b) Incubacién a 28°C y 130 r.p.m. (c) cultivo en medio con celulosa y tusa. (d) crecimiento en tusa, (e) Crecimiento en celulosa
y (f) pool de sobrenadantes.

Las curvas de crecimiento de las cepas en estudio se presentan en la Figura 8.
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Figura 8. Curvas de crecimiento de las cepas de hongos TA1, TA2, B11M, B19, B11 y B7 con tusa y celulosa como Unica fuente
de carbono. Cada punto de la curva es el promedio obtenido a partir de tres repeticiones.

Se observé que la produccién de proteinas es afectada significativamente por la fuente de
carbono (p<0.001) y la interaccidn cepa*fuente de carbono. Todas las cepas estudiadas, TA1,
TA2, B11, B7, B11M, y B19, producen mas proteina en el sustrato natural que en artificial.
Este resultado podria deberse a un mayor contenido de nutrientes y minerales presente en la

tusa en comparacion con los presentes en el medio que contiene celulosa. Las cepas E11y
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B11M alcanzaron las concentraciones mas altas de proteina a las 106 y 60 horas

respectivamente (entre 0,6-0,7 mg/mL).

6.1.3 CURVAS DE ACTIVIDAD ENDOGLUCANASA

Para la determinacion de actividad endoglucanasa y exoglucanasa se hicieron curvas patrén
con glucosa 0.1, 0.7, 1, 2 y 3 mg /mL con DNS. Para determinar la actividad B-glucosidasa se
hizo una curva de paranitrofenol de 10, 20, 30, 40 y 50 pug/mL. La curva patrdn se presentan
en el anexo 4.

Las curvas de actividad endoglucanasa de las cepas en estudio, en los medios con celulosa y
tusa, se presentan en la Figura 9. Las curvas de actividad enzimatica se realizaron a partir de
60 horas, teniendo en cuenta algunos estudios preliminares de las cepas y la demostraciéon
por algunos autores de que las celulasas son un sistema enzimatico inducible que se activa
después del contacto de la enzima con el sustrato trayendo como resultado la activacién de
la sintesis de transcriptos de celulasa (Carle-Urioste, y otros 1997). Chaetomium globosum
por su parte, alcanza la maxima produccidn de celulasas después de la fase de crecimiento
exponencial en medio de cultivo con tusa como fuente de carbono (Umikalsom y otros,1997).
En A. niger, ocurre un periodo de induccidn de la actividad celobiohidrolasa, al cabo del cual
se obtiene la mayor produccién enzimatica con un éptimo de 80 a 96 horas de crecimiento
(Hanif, Yasmeen y Rajoka 2004).

En general, se observa que en celulosa microcristalina hay mayores diferencias en la
actividad endoglucanasa. Bajo las condiciones empleadas se destaca la cepa B19 la cual
alcanzd 0,64 Ul /mL a las 300 horas de cultivo. En contraste, se observa que en tusa todas las
cepas tuvieron una conducta similar, con actividades que estan entre 0,07 y 0,21 Ul/mL, a lo

largo del tiempo evaluado.
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(a)Endoglucanasa en Celulosa (b) Endoglucanasa en Tusa
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Figura 9. Actividad endoglucanasa (Ul/mL) y endoglucanasa especifica (Ul/mg proteina) de las cepas de hongos en
estudio a las 300 horas de cultivo en medio con celulosa como fuente de carbono. Cada punto corresponde al
promedio de tres repeticiones.

La actividad especifica muestra mayores diferencias a lo largo de las curvas en celulosa
microcristalina, aunque se destaca también la cepa B19 con el mayor valor a las 252 horas, lo
cual indicaria que en este momento la biomasa del hongo es mas eficiente para la produccion

de las endoglucanasas. En tusa todas las cepas tienen un comportamiento muy similar.

Para facilitar la comparacion del crecimiento y la actividad enzimatica las curvas de proteinas
de la biomasa y de actividad endoglucanasa, exoglucanasa y B-glucosidasa fueron divididas
en dos etapas. La Etapa 1 (E1) corresponde al promedio de las lecturas obtenidas a las 60,
156 y 204 horas y la Etapa 2 (E2) al promedio de las obtenidas a las 252 y 300 horas, para
cada una de las cepas evaluadas. Cada lectura corresponde al promedio de 3 repeticiones. Se

analizo la actividad o produccién maxima de cada cepa. Con estas variables fue realizado un
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analisis de varianza. Cuando se presentaron diferencias significativas al 5% del estadistico F
se realizaron comparaciones de medias por los métodos de Scheffe y Tukey. Los resultados

de los andlisis estadisticos se presentan en el anexo 5.

En general, la mayor produccién de actividad endoglucanasa y endoglucanasa especifica se
produjo en medio con celulosa como fuente de carbono por la cepa B19. Dichas diferencias
se manifestaron en E1 (p=0,028) y se hicieron mas notorias en E2 cuando B19 alcanzd la
mayor actividad en celulosa (p<0,01) (figura 10). Estas diferencias (p<0,01) en E1 y E2 se
observan claramente en la figura 10, tanto en produccién total como en produccién maxima

de actividad endoglucanasa y endoglucanasa especifica.

En la literatura relacionada con la actividad enzimatica hay diversidad en el tipo de unidades
utilizadas. Algunos autores se refieren a la actividad total por unidad de volumen, otros se
refieren a la actividad por miligramo de biomasa producida o por mg de proteinas en el
sobrenadante. Por esta razén, junto con el interés en conocer la eficiencia de las cepas en la
produccién de enzimas fueron determinados los dos tipos de actividades y se presenta una
comparacién con datos obtenidos por otros autores. A pesar de las mencionadas
comparaciones, es necesario tener en cuenta que en muchos casos las condiciones de
evaluacidn no son exactamente las mismas. Sin embargo, estas comparaciones aportan una

idea al respecto.

Prasertsan y otros (1997), por su parte, se refieren a la eficiencia en la actividad de los
hongos por gramo de tusa incluida en el medio. Por esta razdn se hizo la conversion para la
actividad en las condiciones de este estudio, y se determind que B19 obtuvo mas de 64 Ul/g
de tusa, actividad mayor que la alcanzada por A. niger ATCC 6275 de 23.8 U/g con residuos
de la produccidon de aceite de palma como sustrato (Prasertsan y otros, 1997). Este resultado
sugiere la potencialidad de B19 para degradar este substrato, teniendo en cuenta que el
valor obtenido en tusa corresponde alrededor de la tercera parte del obtenido en medio con

celulosa microcristalina en este estudio.

A pesar de que la actividad endoglucanasa maxima de B-19 de 0,64 Ul /mL es menor que la
reportada por Ahamed y Vermette (2008) para A. niger, de 2,9 Ul /mL en monocultivo, debe
ser considerado en futuras investigaciones, teniendo en cuenta que A. niger es uno de los

hongos reportados por su actividad endoglucanasa y B-glucosidasa y que en el estudio
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mencionado, dicha actividad fue obtenida en un medio con cuatro veces la concentracion de
extracto de levadura y cinco veces la de celulosa. Por lo tanto, seria recomendable estudios
para la optimizacién del medio de cultivo respecto a la actividad endoglucanasa ya que no se
ha determinado el efecto del enriquecimiento del medio de cultivo sobre la actividad
enzimatica de B19. Este hecho es reportado por Jgrgensen, y otros (2005) para P. brasilianum
IBT 20888 con celulosa Solka-Floc, donde lograron duplicar la actividad endoglucanasa con el
doble de concentracién del sustrato. Como afirma este autor para cepas de Aspergillus y
Trichoderma, a pesar de que haya similitudes en las proteinas regulatorias hay diferencias
esenciales en el mecanismo de regulacidon, lo que ocasiona diferente respuesta a la
composicion del medio de cultivo y a sus efectos sobre la actividad celulolitica. Otros
trabajos en sustratos naturales reportan que Aspergillus flavus Linn NSPR 101 alcanzd una
actividad endoglucanasa maxima de 0.0573 Ul /mL residuos celuldsicos de maiz y 0.0502 Ul
/mL con bagazo de cafia como sustratos, menores que las obtenidas por todas las cepas
evaluadas en este estudio (Ojumu, y otros 2003). Asi mismo se ha reportado actividad
endoglucanasa producida por Bacillus pumilus de 0.076 Ul/mL, 0.063 Ul /mL y 0.025 Ul /mL
en CMC, tusa de palma y polvo de celulosa, respectivamente casi 10 veces menor que las
obtenidas en este estudio (Ariffin y otros, 2008). Emtiazi y otros, (2004), reportaron
actividades mayores en el sonicado de un cultivo de Aspergillus terreus en medio con 10 g/L
de celulosa y usando buffer fosfato 25 mM (pH 6) para las determinaciones, lo que sugiere
que en estudios posteriores se podria incluir la sonicacién de modo que se tengan en cuenta

las enzimas adheridas a la pared de las hifas.

En la primera etapa (E1) se observaron diferencias significativas (p= 0,032) entre cepas.
B11M alcanzé una actividad endoglucanasa de 0,32 Ul /mL a las 156 horas de cultivo y B19
una de 0,13 Ul /mL . Este resultado es de interés, pues aunque B19 alcanza el doble de
actividad que B11M en la segunda etapa, a las 156 horas la actividad de B11M es mayor, lo
cual resulta de interés desde el punto de vista econdmico como se explica mas adelante en la
determinacidn de la hidrdlisis de tusa por sobrenadantes producidos individualmente por

cada cepa.

Con base en la actividad especifica, para B19 se podria sugerir una relaciéon inversa entre la
produccién de proteinas y la actividad endoglucanasa: a menor produccion de proteinas de la

biomasa, mayor actividad endoglucanasa. Se podria sugerir que B19 es mas eficiente que TA1
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y TA2 las cuales producen mayor concentracion de biomasa para con la misma actividad
enzimatica. En general, no se observd declinacion en la actividad endoglucanasa de las cepas
de la etapa 1 a la 2, lo cual podria indicar que las enzimas de los hongos en estudio, no son
inhibidas en las condiciones evaluadas, por los productos de la actividad enzimatica como
ocurre en algunas cepas reportadas o su concentracién no es suficientemente alta para

lograrlo (Kaur y otros, 2006).

Aungque se ha reportado actividad endoglucanasa para T. harzianum entre 0,39 y 2,78 Ul /mL
(Melo y otros,1997), la cepa de T. harzianum del producto comercial evaluado aqui como
comparacion tuvo una actividad menor de 0,15 Ul /mL , lo cual puede deberse a que esta
cepa no fue obtenida por seleccidn por actividad celulolitica sino de un producto comercial
orientado hacia el biocontrol. Dicha actividad sin embargo, fue mayor que la reportada para
esta especie por Alam y otros (2005) de 0.0413 Ul /mL en tusa de palma de aceite como
fuente de carbono (humedad de 50%). El valor menor podria originarse en la menor

humedad del sustrato.
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Figura 10. Produccion de actividad endoglucanasa (Ul/mL) y endoglucanasa especifica (Ul/mg de proteina) y maximos de

actividad (Ul/mL ) en dos etapas de crecimiento de siete cepas de hongos. E1 corresponde al promedio de las lecturas
obtenidas a las 60, 156 y 204 horas. E2 al promedio de las obtenidas a las 252 y 300 horas. Celulosa: barra azul, Tusa: barra

terracota. Cada lectura corresponde al promedio de tres repeticiones.
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6.1.4 CURVAS DE ACTIVIDAD EXOGLUCANASA

Las curvas de actividad exoglucanasa de los hongos en estudio se presentan en la Figura 11y
los analisis estadisticos en el anexo 6. Aunque con variaciones, las curvas de actividad
exoglucanasa tienen similitud con las de endoglucanasa respecto a la mayor actividad de B19
en celulosa microcristalina y a la uniformidad en el comportamiento de las cepas en tusa. Asi
mismo, las curvas pueden ser diferenciadas en las etapas E1 y E2, ya que hasta las 204 horas
el comportamiento fue relativamente homogéneo y luego se diferencia B19, lo cual se puede

ver tanto en la figura 11 como en la figura 12.

En la etapa E1 la actividad es muy similar para todas las cepas (p>0,05). En E2 se observan
diferencias altamente significativas debidas a la interaccién cepa*sustrato (p<0,01), tanto en
la produccidn total en E2 como la produccién maxima por B19, la cual alcanza valores casi
diez veces mayores que las demas cepas, en celulosa microcristalina. Al igual que la actividad

endoglucanasa, la celulosa microcristalina favorecié la actividad exoglucanasa (Figura 12).

A las 300 horas B19 alcanzé una actividad exoglucanasa en celulosa, de 5, 3 Ul /mL , mas de
once veces mayor que la de la cepa B11, la segunda en actividad y 26 veces mayor que los
aislamientos obtenidos de tusa. Los valores de exoglucanasa especifica obtenidos tanto en
celulosa como en tusa son mayores que los reportados por Hanif, Yasmeen y Rajoka (2004)
de 3,3 IU/mg en celulosa. En tusa, la respuesta fue diferente. La cepa B11 alcanzd una
actividad de 0.44, significativamente mayor que las cepas B11M, 19, y los aislamientos TAl y

TA2.

La cepa B19 alcanzo una actividad exoglucanasa especifica maxima de 44 Ul/mg proteina en
medio con celulosa microcristalina a las 252 horas de crecimiento, mas de diez veces la
obtenida por A. niger NIAB 280 de 3.3 IU/mg proteina en medio de sales de Vogel, el cual
tiene variaciones en fuente de nitrégeno y micronutrientes, entre otros, respecto al medio
con sales de Mandels utilizado en este estudio, con a-celulosa (Hanif, Yasmeen y Rajoka,
2004). En medio con tusa de palma, B19 alcanzé una actividad exoglucanasa de 4 IU/mg
proteina, mayor que la reportada por los mismos autores en tamo de trigo pretratado con
alcali (2,82 IU/mg proteina). Teniendo en cuenta la composicion de la tusa utilizada, es

posible que sus altos contenidos de lignina y hemicelulosa impidan el acceso a la celulosa o
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causen algun tipo de inhibicién de la actividad exoglucanasa. Seria importante que para
proximos estudios se incluyan otros pretratamientos de la tusa con el fin de aumentar la
disponibilidad de celulosa, de modo que se logren valores de exoglucanasa similares a los
obtenidos en celulosa micricristalina. Asi mismo, es posible que ademas de las condiciones
intrinsecas de cada microorganismo, las variaciones en la composicién del medio de cultivo
contribuyan a las diferencias con los reportes de la literatura, lo cual tendria que ser tenido

en cuenta en posteriores investigaciones.

Considerando las actividades endoglucanasa y exoglucanasa exhibidas por la cepa B19,
obtenida de suelo del PNNN se puede concluir su potencialidad para usos biotecnoldgicos.
Seria importante realizacion de estudios de optimizacion de la actividad de estas dos
enzimas, que evallen su respuesta a composicion del medio en relacidn con fuentes de
carbono, nitrégeno, minerales, pH y a condiciones de cultivo como agitacién, temperatura,

aireacion, tamafo de indculo, entre otros.

(a) Actividad exoglucanasa en celulosa (b) Actividad exoglucanasa en tusa
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Figura 11. Curvas de actividad exoglucanasa (a) y (b) y exoglucanasa Especifica (c) y (d) de las cepas de hongos en
estudio, con celulosa y tusa como fuentes de carbono, respectivamente. Cada punto de la curva es el promedio de
tres repeticiones.
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Figura 12. Produccién de actividad exoglucanasa (Ul/mL ) y exoglucanasa especifica (Ul/mg de proteina), y maximos de
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horas. Celulosa: barra azul, Tusa: barra terracota. Cada barra corresponde al promedio de tres repeticiones

6.1.5 CURVAS DE ACTIVIDAD B-GLUCOSIDASA

La actividad B—glucosidasa se presenta en la figuras 13 y 14. Se observaron diferencias
altamente significativas en la producciéon de actividad (p<0,01) debidas a la interaccién
cepa*sustrato en la dos etapas de crecimiento de los hongos (Figura 13). Los anélisis
estadisticos se presentan en el anexo 7. En general, la actividad en tusa fue menor. Para B7
por ejemplo, que habia alcanzado un méaximo de 2,3 Ul /mL en celulosa microcristalina, se
redujo a 1,6 Ul /mL en tusa; para B11 por su parte de valores superiores a 1 Ul /mL se
redujo a menos de 0,3 Ul /mL en tusa a las 252 horas. Para B19 la actividad en tusa fue una
cuarta parte de la obtenida en celulosa microcristalina. A diferencia de las cepas

mencionadas, para B11M la curva fue muy similar en los dos sustratos.

En la etapa E1, B7 mostrd la mayor actividad B—glucosidasa en tusa. Las demas cepas
mostraron mayor actividad en medio con celulosa, como ocurrié también en las actividades
endo y exoglucanasa. La mayor actividad B—glucosidasa, 3.081 Ul/mL , fue obtenida por la
cepa de T. harzianum, en medio con celulosa. T. harzianum ha sido reportado por Vermay

otros (2007) por su produccién de aryl- B-glucosidasa, B-glucosidasa, B -1,3-glucanasa,
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celobiohidrolasa. Por su parte, Ahamed y otros (2009) encontraron que la mayor actividad -
glucosidasa de 0,92 Ul /mL era producida en un medio con CMC como fuente de carbono,
por encima de glucosa, residuos de trigo, maiz y viruta de madera. Asi mismo, encontraron
una actividad B-glucosidasa especifica de 0,35 Ul/ mg de proteina en una fraccion purificada

de la enzima, diez veces menor que la obtenida por la cepa B-7 en el presente estudio.

En la etapa E2, la mayor actividad fue presentada por B7, con valores de 1.53 y 1.03 Ul /mL
con celulosa y tusa, respectivamente. Es interesante que a diferencia de las actividades
endoglucanasa y exoglucanasa, no se observd gran diferencia entre la actividad lograda en
celulosa microcristalina y en tusa. Estos resultados estan de acuerdo con los reportes de la
literatura que coinciden en que, los hongos con alta actividad endo y exoglucanasa, exhiben
proporcionalmente menor actividad B-glucosidasa (Alam y otros, 2005). Los valores
obtenidos se acercan a los reportados por otros autores (Adsul y otros, 2004) quienes
evaluaron la actividad de Penicillium janthinellum NCIM 1171 y Trichoderma viride NCIM
1051 en un medio con bagazo de cafia como fuente de carbono y celulosa en polvo (CP-123).

La mayor actividad de B-glucosidasa fue de 2.3 Ul /mL en P. janthinellum.

En el presente estudio la cepa B7 alcanzd 1.8 Ul /mL de actividad B-glucosidasa con tusa,
mayor que producido por Chaetomium globosum (1.3 Ul/mL ) en un medio con una
concentracién de extracto de levadura diez veces mayor y tusa delignificada con casi el doble
de disponibilidad de celulosa y menor contenido de lignina (Umikalsom y otros, 1997). Asi
mismo, la actividad obtenida superé mas de diez veces el maximo de 0,1 Ul /mL obtenido a
los 4-10 dias de incubacidn por T. reesei en un medio a base de estiércol pretratado y con
contenidos de celulosa y lignina similares a los de la tusa utilizada en este estudio (Wen y
otros, 2005). Seria importante la realizacién de una evaluacion del efecto de la concentracion
de la fuente de carbono, ya que se ha reportado el aumento de actividad B-glucosidasa de
1.8 a 5.7 Ul /mL con el aumento de la concentracién de celulosa de 20 a 40 g/L en
Penicillium brasilianum (Jgrgensen, y otros, 2005). El mismo autor reporté que Penicillium
pinophilum BT 4186 obtuvo una actividad B-glucosidasa de 18.6 Ul /mL en medio con
celulosa Solka-Floc 200 FCC como fuente de carbono mayor que las obtenidas en este estudio
tanto en medio con celulosa como con tusa. La diferencia observada podria deberse, entre
otros factores, a condiciones intrinsecas del hongo, a una concentracién cuatro veces mayor

de celulosa en el medio, o a la adicién de urea, sulfato férrico, peptona y xilanos al medio,
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reportados por el mismo autor como inductores de celulasas. En tusa la actividad pB-

glucosidasa de TA1y TA2 no fue detectable.
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Figura 13. Curvas de actividad B-glucosidasa (Ul/mL ) y de actividad B-glucosidasa especifica (Ul/mL ) de las cepas de hongos

en estudio con (a) celulosa y tusa (b) como fuente de carbono. Cada punto corresponde al promedio de tres repeticiones.
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Figura 14. Produccién de actividad B-glucosidasa (Ul/mL ) y B-glucosidasa especifica (Ul/mg de proteina) y maximos de
actividad en dos etapas de crecimiento de siete cepas de hongos. E1 corresponde al promedio de las lecturas obtenidas a las
60, 156 y 204 horas. E2 al promedio de las obtenidas a las 252 y 300 horas. Celulosa: barra azul, Tusa: barra terracota. Cada
barra corresponde al promedio de tres repeticiones.

Es posible que la cepa B7 haya sido inducida en la primera etapa a una baja produccién de
endoglucanasas en el medio con celulosa y que similar a lo reportado por Kaur, pueda existir
una represion de la endoglucanasa por inhibicién por glucosa procedente de la acumulacién
de oligosacéridos solubles de bajo peso molecular por actividad mayor de B-glucosidasa.

(Kaur y otros, 2006).

La cepa B19 a las 60 horas de incubacidon mostré una actividad endoglucanasa de 0,09 y
0,079 U/mL, en celulosa y tusa respectivamente, en condiciones de crecimiento semejantes
a las utilizadas por otros autores los cuales obtuvieron una actividad de 0,086Ul /mL en tusa
sin pretratamiento (Rodriguez y Pifieros, 2007). Los mismos autores, obtuvieron 0,614 Ul /mL
después de un pretratamiento bioldgico con Pleurotus ostreatus y 0,536 Ul /mL con la
adicion de un suplemento de nitrato de sodio, por lo cual se esperarian resultados similares

de B19 en tusa.
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6.2 DETERMINACION DEL EFECTO DEL CO-CULTIVO DE HONGOS PROVENIENTES
DE SUELO DE UN TRANSEPTO DE BOSQUE ALTO-ANDINO SOBRE LA
CAPACIDAD CELULOLITICA EN CELULOSA Y TUSA DE PALMA DE ACEITE

Con base en los reportes en la literatura (Wen y otros 2005), en los cuales se han obtenido
aumentos en la actividad enzimatica por consorcios conformados por cepas de alta actividad
como T. reesei con otras de menor actividad, se conformaron consorcios con la cepa que
habia mostrado la mayor actividad endoglucanasa y exoglucanasa en las curvas de
crecimiento en medio con celulosa, que corresponde a la cepa B19. Se realizd un
experimento factorial con dos sustratos (celulosa y tusa); 9 consorcios de cepas; y un testigo
B19. Los consorcios evaluados fueron TA1TA2, B19TA2, B19B11M, B19TA1l, B19TA1TA2,
B19Th, B19B11, B19B7, B19B7B11B11M. El tiempo de lectura fue de 300 horas. Teniendo en
cuenta que se han reportado diferencias de la produccién de celulasas ocasionadas por el
tiempo de inoculacién, (Stoilova y otros, 2005), y a que B19 muestra crecimiento mas lento
que las demds cepas, su inoculacidn se realizd 48 horas antes de la inoculacion de los demas

miembros del consorcio.

Los resultados mostraron una relacidon entre la actividad endoglucanasa, endoglucanasa
especifica, y la actividad exoglucanasa y exoglucanasa especifica, cuyo comportamiento es
similar en todos los consorcios, aunque varia su magnitud. Dichas actividades al parecer
estan en relacidn inversa con la produccidon de proteinas, teniendo en cuenta que los
consorcios con mayor actividad presentan menor produccién de proteinas (Figura 15). Este
hecho es particularmente notorio en la cepa control, B19, con la menor produccién de
proteinas y la mayor actividad endo y exoglucanasa. En la literatura se ha reportado que la
interaccion sinergistica de los hongos co-cultivados no esta directamente relacionada con el
crecimiento, como produccién de biomasa, sino que es responsable del aumento en la

produccién de enzimas (Gutierrez-Correa y otros, 1999).

Como se esperaba con los resultados en las curvas de crecimiento individuales, la mayor
actividad endo y exoglucanasa ocurrié en el medio con celulosa, excepto para el consorcio
B19B11M, el cual presentdé mayor actividad en tusa. Este consorcio resulta interesante por el

potencial de su actividad sobre la tusa.
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Se observaron diferencias altamente significativas en la produccion de proteinas, debidas a la
interaccion sustrato*consorcio. En promedio, la mayor concentraciéon de proteinas fue
observada en tusa para los consorcios TA1TA2, B19TA1, B19TA1TA2, B19Th y B1911 p(<
0.01) y B19B11M p(0.036049). Los andlisis de varianza de la produccién de proteinas y las
actividades enzimaticas en co-cultivo se presentan en el Anexo 6. El resultado obtenido en
produccién de proteinas para la cepa B19 no coincide con los hallazgos de Ahamed quien
observé que las proteinas totales fueron significativamente (p < 0.01) mayores (1.5 veces) en
los cultivos mixtos conformados por Trichoderma y A. niger en comparacién con los

monocultivos (Ahamed y Vermette, 2008).
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La actividad endoglucanasa de los consorcios crecidos en co-cultivo se observa en la figura
16. Se presentaron diferencias altamente significativas debidas a la interaccidon
sustrato®consorcio (p< 0.01). La mayor actividad se observé en medio con celulosa excepto
para B19B11M con mayor actividad sobre tusa. Los consorcios B19TA1 y B19B7 con actividad
0,3426 Ul /mL y 0,2259 Ul/mL, mostraron diferencias altamente significativas (p>0,01). Los
consorcios B1I9TA1TA2, B19B11M y B19TA1TA2 presentaron diferencias significativas con p=
0.027998, 0.040957 y 0.027998, respectivamente). Sin embargo, ninguno de los consorcios
superd a la cepa B19 creciendo individualmente. Los consorcios con las cepas B11, y T.
harzianum presentaron significativamente menor actividad, con promedios de 0,0653 y

0,046 Ul/mL , respectivamente, de acuerdo con el andlisis de promedios por el método de
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Scheffe. El consorcio de los aislamientos TA1TA2 alcanzé una actividad de 0,1351 Ul/mL . A
diferencia de estudios en los cuales los consorcios mostraron mayor actividad enzimatica que
las cepas por separado (Ahamed y Vermette 2008), en el presente estudio, la actividad
endoglucanasa de la cepa control, B19 no fue superada por ninguno de los consorcios
evaluados. La actividad endoglucanasa especifica se presenta también en la Figura 16, donde
se muestra diferencias significativas debidas a la interaccion sustrato*consorcio en los
consorcios B19TA2 y B19B11 (p>0.01). La endoglucanasa especifica de los consorcios B19B11
y B19TA2 fue mayor, lo cual indica que la biomasa en estos consorcios es mas eficiente para
la produccidon de actividad endoglucanasa. Lo mismo ocurre para B19TA2 respecto a la

exoglucanasay a la B-glucosidasa.
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Figura 16. . Actividad endoglucanasa y endoglucanasa especifica producida por consorcios de hongos co-cultivados durante
300 horas en medios con celulosa y tusa como fuentes de carbono. Cada barra es el promedio de tres repeticiones. Letras
diferentes indican diferencias en la actividad enzimatica en los sustratos evaluados. **: Diferencias altamente significativas.
*: Diferencias significativas. .
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La actividad exoglucanasa y exoglucanasa especifica de los consorcios se presentan en la
Figura 17. Se presentaron diferencias significativas en la actividad debido al consorcio, al
sustrato y a su interaccién (p>0.01, 0.04 y 0.02, respectivamente). Hubo diferencias
altamente significativas debidas al sustrato en el consorcio B19TA1 (p>0,01) y significativas
(p>0.05) en los consorcios B19TA1TA2 y B19B7 con los mayores valores en el medio con
celulosa. Un efecto similar se presentd en la exoglucanasa especifica en el medio con celulosa
(p<0.01), donde los consorcios B19TA2, B1911 y B19TA1TA2 presentaron diferencias

altamente significativas (p<0.01 y 0.039).
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Figura 17. Actividad exoglucanasa (Ul/mL) y exoglucanasa especifica (Ul/mg proteina) de cepas individuales y consorcios de
las cepas de hongos B19, B11, B11M, B7, TA1, TA2 Y T. harzianum en medio con celulosa y tusa. Cada barra es el promedio de
tres repeticiones. Letras diferentes indican diferencias en la actividad enzimatica en los sustratos evaluados. **: Diferencias
altamente significativas. *: Diferencias significativas.
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La actividad B-glucosidasa y B-glucosidasa especifica de los consorcios se presentan en la
Figura 18. De acuerdo con el disefio inicial del experimento, los consorcios fueron
conformados con la cepa B19 con el fin de potencializar las actividades endoglucanasa y
exoglucanasa principalmente, aunque también fue determinada la B-glucosidasa. En este
aspecto se encontraron resultados interesantes por mayor actividad de los consorcios en
comparacién con las cepas individuales, aunque ninguno de los consorcios obtuvo mayor
actividad que la expuesta por la cepa B7 a las 300 horas de crecimiento individual obtenido

en la curva de actividad.

Se observé un efecto positivo de los consorcios sobre la actividad B-glucosidasa respecto a
B19, con diferencias altamente significativas debidas al consorcio (p=0,013) y a la interaccién
consorcio*sustrato (p<0,01). Asi, el consorcio B19TA2, mostrd cuatro veces mayor actividad
gue B19 creciendo individualmente, en medio con celulosa, es decir que la conformacién de
este consorcio es benéfica para la produccién de actividad B-glucosidasa. La actividad en
celulosa tuvo diferencias altamente significativas (p<0,01) en comparacién con la actividad
en tusa. El consorcio por su parte B19B7 mostro actividad significativamente mayor en tusa
(p= 0,0217). Los demas consorcios no mostraron diferencias significativas en la actividad B-
glucosidasa en los dos sustratos. La actividad especifica solo fue significativamente mayor en

medio con celulosa en el consorcio B19TA2.

Aunque el consorcio B19TA2 alcanzd la mayor actividad B-glucosidasa, con 0,5 Ul /mL en
medio con celulosa, mostré menor actividad que la reportada de 0,7 Ul /mL para un
consorcio de T. reesei con A. phoenicis en estiércol pretratado (26% de celulosay 11% de
lignina (Wen y otros, 2005). Es interesante sin embargo, el consorcio B7B19, el cual obtuvo
una actividad B-glucosidasa de 0,3 IU/mL, no muy diferente del obtenido por Wen y
colaboradores, en medio con tusa la cual tenia una disponibilidad de celulosa de 30%, pero
casi tres veces el contenido de lignina y casi el doble de hemicelulosa. El potencial del
consorcio B7B19 se basa entonces en su actividad B-glucosidasa y probablemente en otras
actividades enzimdticas, posiblemente hemicelulasas que deberian ser evaluadas

posteriormente.

Teniendo en cuenta que hay numerosos factores que pueden afectar la actividad enzimatica,
se evalud la posibilidad de algln tipo de biocontrol mutuo por antagonismo de las cepas en

los cultivos mixtos. Con base en las diferencias observadas en el tiempo de crecimiento de las
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cepas evaluadas, la cepa B19 fue inoculada 48 horas antes que las otras cepas y el tamafio de
colonias fue medido a los 10 dias. Los resultados obtenidos muestran ser reproducibles con
las cepas evaluadas y se presentan en la figura 19. Se determind en cada caso el area total
de la caja para la respectiva correccién a cm’. La habilidad antagonista se caracterizé con el
indice de Biocontrol, BCl (Szekeres y otros, 2006). Los consorcios evaluados fueron las
combinaciones de la cepa B19, la de mayor actividad endo y exoglucanasa, con los

aislamientos obtenidos de tusa y dos cepas del PPPN.

En la figura 19 se observa interbloqueo en el punto de toque (Molla, Abd-Aziz y Hanafi 2001)
entre las cepas de los consorcios B19B11, B19TA2, e interbloqueo en la distancia en los
consorcios B1911M, B19TA1 y B11B11M. Cuando crecieron conjuntamente B19, TA2 y TAl se
repite el interbloqueo en el punto en la distancia de B19 con TAl y entre TAl y TA2. Es
interesante que a pesar de que B19 no crece rapidamente en comparacidon con las otras
cepas, en ningun caso hubo crecimiento entremezclado con las demds cepas de hongos,
segun lo cual posee mecanismos que mantienen su independencia. En la grafica se muestra
el porcentaje de desarrollo de cada cepa en seis consorcios. Se observa que en cinco de los
consorcios el mayor desarrollo fue obtenido por B19. Este dato es interesante ya aunque el
crecimiento de B19 es lento, por lo cual fue inoculado con anterioridad, no es superado en
crecimiento por ninguna de las cepas evaluadas en los consorcios. Este resultado estd de
acuerdo con los obtenidos en la actividad enzimatica de los consorcios, donde no se observd
sinergismo entre las cepas en relacidn con las actividades endoglucanasa y exoglucanasa. Sin
embargo, es interesante que a pesar del interbloqueo, la actividad B-glucosidasa si fue mayor
en los consorcios en medio con celulosa, en comparacion con B19. Es posible que los
metabolitos producidos como consecuencia del co-cultivo estimulen algin mecanismo de
control de la transcripcidon de genes que codifican la produccidon de B-glucosidasa en forma
similar al estimulo producido por el crecimiento sobre pino en Phanerochaete carnosa, el
cual produce mas transciptos de los genes que codifican 6 manganeso peroxidasas, 5
celulasas, 2 hemicelulasa y una lignina peroxidasa, entre otras, en comparacidon con los
transcriptos producidos es cultivado en un medio de cultivo nutritivo sintético (MacDonald,

y otros 2011)
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Figura 18. Actividad B-glucosidasa (Ul/mL) y B-glucosidasaespecifica (Ul/mg proteina) de cepas individuales y consorcios de
las cepas de hongos B19, B11, B11M, B7, TA1, TA2 Y T. harzianum (Th) en medio con celulosa y tusa. Cada barra es el
promedio de tres repeticiones. Letras diferentes indican diferencias en la actividad enzimatica en los sustratos evaluados. **:
Diferencias altamente significativas. *: Diferencias significativas.

Resulta de gran interés el hecho de que la actividad B-glucosidasa pueda ser estimulada con
la siembra en cultivo mezclado con la cepa adecuada. Asi, aunque ninguna de las dos cepas
es promisoria por dicha actividad, su trabajo conjunto favorece la actividad en la mayoria de
cepas. Podria existir algiin mecanismo de antagonismo capaz de estimular la produccién de
B-glucosidasa, pero no de endoglucanasa, ni exoglucanasas. De acuerdo con los resultados
presentados aqui, la evaluacidon previa de antagonismo en placas podria ser usada como
pardmetro para evaluar la posibilidad de adaptacidon y crecimiento de consorcios de

microorganismos que van a ser utilizados en la degradacién de un material, como lo sugieren
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Molla, Abd-Aziz y Hanafi (2001). Sin embargo, es posible que inhibiciones en el crecimiento,
causadas por la produccion de metabolitos secundarios puedan estimular mecanismos
enzimaticos, como ocurrié con la actividad B-glucosidasa en los consorcios con B19 en medio

con celulosa y al mismo tiempo inhibir otros (endoglucanasas y exoglucanasas).
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Figura 19. (a) Aspecto del antagonismo en placa entre las cepas de hongos filamentosos B7, B11, B11M, B19, TAl y TA2. (b)
indice de biocontrol de la cepa B19 con las cepas B11, B11M, TA1y TA2 en medio PDA. La barra azul muestra el desarrollo de la
primera cepa del consorcio. La barra verde, muestra el crecimiento de B19. Se presenta solo un consorcio de tres cepas, donde
la tercera cepa es representada por la barra amarilla. Cada barra corresponde al promedio de tres repeticiones.

Se observa que B19 ejerce el mayor control sobre TA1 y TA2 y que el efecto es similar cuando
se crecen las tres cepas en consorcio. Probablemente B19 posee alglin mecanismo de
antagonismo que le otorga ventajas competitivas por espacio y posiblemente por nutrientes.
Sin embargo, estas capacidades no se reflejan en la actividad celulolitica, pues a pesar de que
no hay inhibicién en el crecimiento de las colonias de B19, si hay inhibicidn de la actividad

endoglucanasa y exoglucanasa y ninguno de los consorcios logra una actividad mayor que la
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de la cepa crecida individualmente. Sin embargo, la competencia al parecer estimula la

actividad B-glucosidasa como ya se menciond.

El método de analisis de antagonismo basado en imagenes del crecimiento de los hongos es
ventajoso pues tiene en cuenta varios mecanismos como competicion por espacio y
nutrientes, produccion de metabolitos antifungicos y micoparasitismo (Szekeres y otros,
2006). Aunque los ensayos de confrontacién in vitro son aplicados para la evaluacién de
habilidades antagonistas de algunos hongos y han probado correlacionar con estudios in vivo
(Arisan-Atac y otros, 1995) para el caso de la influencia del antagonismo sobre la actividad de
consorcios seria necesario otro tipo de pruebas que tengan en cuenta metabolitos
producidos a partir de celulosa, los cuales pueden tener mayor efecto sobre la actividad

enzimatica que los que afectan la produccién de estructuras y crecimiento de colonias.

Debido a las diferencias en el crecimiento y desarrollo fungico en medio sélido en
comparacién con medio liquido en agitacién, y a que el efecto de los consorcios es diferente
de acuerdo con la enzima que va a ser determinada, la evaluacidon de antagonismo en PDA no
puede ser el pardmetro para la conformacion de consorcios eficientes por su actividad
celulolitica. Posiblemente los resultados de antagonismo en placa sean aplicables a la
actividad endo y exoglucanasa, pero es necesario validar la informacion obtenida aqui, de
acuerdo con la especie y cepa de los hongos que van a ser comparados. Se requiere entonces

la evaluacion clara del efecto sobre la enzima deseada.

Otros autores han reportado aumentos de 1,2 veces en la actividad B-glucosidasa con el co-
cultivo de Thermoascus aurantiacus, y Aspergillus niger en comparacién con el monocultivo
de A. niger crecido solo (Stoilova y otros, 2005). En el co-cultivo hay diferencia en la
actividad celulasa de acuerdo con el momento de inoculacidn, con mejores resultados
cuando A. niger es inoculado 48 h después de T. aurantiacus. En este reporte se demostrd
que debido a la diferencia en las tasas de crecimiento individuales de los hongos la tasa de
produccién de enzimas y la posible dominancia de un hongo sobre el otro, la cantidad de
inéculo y el tiempo de inoculacién tienen que ser ajustados cuidadosamente, ya que a mayor
tiempo transcurrido entre la primera y la segunda inoculacién, la actividad B-glucosidasa es
menor. En un estudio similar en bagazo de cafa se obtuvo el sinergismo de una cepa de T.
reesei en co-cultivo con A. niger con el aumento de 85 % en la actividad endoglucanasa y

147% en la B-glucosidasa (Gutierrez-Correa y otros, 1999).
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En general es posible que los resultados del co-cultivo de hongos hayan sido afectados por el
tiempo de inoculacién de las cepas de los consorcios. Se reportd sinergismo solamente para
las actividades celulasa y B-glucosidasa cuya mayor actividad se observé cuando la segunda

especie fue inoculada 24 horas después de la primera.

Aunque es posible que la actividad enzimatica o la produccidn de enzimas no sea
potencializada con el co-cultivo, seria necesario evaluar la hidrélisis de la celulosa a lo largo
del mismo, ya que la actividad endo y exoglucanasa puede verse afectada por la celobiosa
producida inicialmente. Asi, aunque la enzima esté presente no tiene actividad. Si este fuera
el caso, seria importante incluir un hongo capaz de generar alta actividad B-glucosidasa o
adicionar esta enzima de una fuente externa, de acuerdo con recomendaciones de la

literatura (Alam y otros, 2005).

Los resultados obtenidos de co-cultivo en sustrato semisdlido podrian mejorar en medio
solido, teniendo en cuenta que se ha reportado que en estas condiciones la colonizacidn del
sustrato podria estar acompafiada de mejores asociaciones simbiéticas, donde cada especie
tiene su propio nicho de crecimiento y degradacion de substrato. Asi mismo, la menor tasa
de crecimiento podria generar mayor equilibrio de la poblacidn (Duefias y otros, 1995). Se ha
reportado la potenciacion de la actividad enzimatica a través del co-cultivo de T. reesei y A.
niger o A. phoenicis, con titulos de actividad de xilanasas de 2600+2800 IU/g peso seco
(Pandey y otros, 2004). Se hacen necesarias evaluaciones posteriores, que tengan en cuenta
ademads tiempo de inoculacion de las cepas del consorcio y tamafio del inéculo, que

permitan optimizar la actividad celulasa de cada cepas individualmente en los consorcios.

6.3 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA IN VITRO, EN CELULOSA
Y TUSA DE PALMA DE ACEITE, DE CONSORCIOS DE ENZIMAS PRODUCIDAS
POR HONGOS CULTIVADOS INDIVIDUALMENTE

Teniendo en cuenta que los objetivos 1 y 2 buscaban evaluar la induccion de actividad
celulolitica de los hongos por celulosa y tusa, a través de la determinacion de actividad
endoglucanasa, exoglucanasa y p-glucosidasa, indirectamente con el uso de sustratos
especificos para cada enzima, el tercer objetivo buscé determinar el efecto degradador de las

enzimas producidas directamente sobre el sustrato tusa, en comparacién con celulosa, de
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modo que se tenga una vision completa del potencial celulolitico in vitro de los consorcios de

hongos provenientes de bosque alto-andino en tusas de palma de aceite.

Para la determinacion de capacidad hidrolitica de consorcios de enzimas fueron obtenidos los
sobrenadantes de cada una de las cepas a las 300 horas de cultivo en celulosa. Los
sobrenadantes fueron caracterizados individualmente por su actividad endoglucanasa y
exoglucanasa antes de la conformaciéon de los consorcios (Figura 20). Los consorcios se

obtuvieron de la mezcla de una proporcidn 1:1 de los sobrenadantes individuales.
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Figura 20. Actividad endoglucanasa y exoglucanasa de los sobrenadantes utilizados para la hidrdlisis. Cepas de bosque
altoandino: B19, B7, B11 y B11M. Cepas aisladas de tusa: TA1y TA2. Th: T. harzianum. Cada barra corresponde al promedio
de tres repeticiones. Cepas c Letras diferentes indican diferencias en la actividad

La actividad hidrolitica de los sobrenadantes en celulosa y tusa, se presenta en la figura 21.
Se determind que hay efecto significativo de la interaccidén consorcio*sustrato (p<0,01). Los
analisis estadisticos del efecto de los consorcios sobre la actividad hidrolitica se presenta en
el anexo 8. La mayor hidrélisis se produjo en tusa, excepto en el consorcio B19TA1TA2. Se
observé, sin embargo, que el sobrenadante de la cepa B19 produjo significativamente mayor

actividad hidrolitica, que las demds cepas y consorcios evaluados.

50



1,8

Glucosa (mg/ml)

7 11 1IMm 19 Al A2 19A2 197 1911 19 19A1 A27 A211 A2 1911 19A1 Al7 Alll Al AlA2
11M 11M 11IM7 A2 11M

Consorcio

W Celulosa ®Tusa

Figura 21. Hidrdlisis de celulosa y tusa producida por sobrenadantes de consorcios de enzimas con diferente actividad. Cada
barra corresponde al promedio de tres repeticiones. Cepas de bosque altoandino: B19, B7, B11 y B11M. Cepas aisladas de
tusa: TA1y TA2. Th: T. harzianum. Letras diferentes indican diferencias en la actividad enzimatica en los sustratos evaluados.

Teniendo en cuenta que B19 presentd la mayor hidrdlisis, posiblemente porque la actividad
enzimatica del sobrenadante de esta cepa era tres veces mayor que el de las demas cepas en
estudio, se realizd6 un nuevo experimento, con el sobrenadante de B19 diluido 1:3.5, con lo
que se esperaba que las actividades endoglucanasa y exoglucanasa fueran similares a las
exhibidas por los sobrenadantes de las otras cepas. La actividad endoglucanasa,
exoglucanasa y P-glucosidasa de los sobrenadantes para el segundo experimento se

presentan en la Figura 22.
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Figura 22. Actividad enzimatica de los sobrenadantes utilizados para el experimento de hidrélisis. Cada barra corresponde al
promedio de tres repeticiones. Cepas de bosque altoandino: B19, B7, B11 y B11M. Cepas aisladas de tusa: TA1y TA2. Th: T.
harzianum. Letras diferentes indican diferencias significativas en la actividad enzimatica en los sustratos evaluados. .
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Se realizé la hidrélisis de tusa y celulosa por consorcios de sobrenadantes en las condiciones

mencionadas. Los resultados se presentan en la Figura 23.
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Figura 23. Hidrdlisis de celulosa y tusa producida por sobrenadantes de consorcios de enzimas actividad homogénea. Cada
barra corresponde al promedio de tres repeticiones. Cepas de bosque altoandino: B19, B7, B11 y B11M. Cepas aisladas de
tusa: TA1y TA2. Th: T. harzianum. Letras diferentes indican diferencias significativas. NS: No hay diferencias significativas.

Se observd que B19 produjo la mayor hidrdlisis en comparacién con los demas
sobrenadantes producidos por cepas individuales, aunque la diferencias fueron menores que
las presentadas en el experimento anterior. Teniendo en cuenta este hecho, la hidrdlisis de
B19 fue usada como punto de comparacion de la producida por los consorcios y se asumio
que producia una hidrélisis de 100%. De acuerdo con el analisis de varianza, hay diferencias
altamente significativas en la hidrdlisis debidas a la interaccién consorcio*sustrato (p<0,01)
(anexo 9). En celulosa las diferencias fueron menores. En tusa, los consorcios de B19 con
B11, B11M, TAl y Th alcanzaron hidrdlisis mayores en un 86, 110, 111 y 66%,
respectivamente a la mostrada por B19 individual, como se presenta en la Tabla 2, por lo cual

se puede concluir que hay un efecto sinérgico entre dichos sobrenadantes.

52



Hidrdlisis respecto a B19

Cepa o consorcio (%)
Celulosa Tusa

B19 100 % 100%
B11 50,08 62,27
B7 32,68 43,58
B11M 38,76 47,37
Th 30,57 42,29
TAl 59,54 69,24
TA2 86,48 98,70
B19B7 89,86 127,13
B19B11 108,94 186,73
B19B11M 112,41 210,07
B19TAl1 116,29 211,79
B19Th 82,59 166,23
B19TA2 98,13 91,38
TA1TA2 86,73 87,93
B11B11MB7 46,95 49,09
B19TA1TA2 90,28 90,78
B19B11 B11MB7 57,765 59,94
TA1B11B11MB7 38,51 42,97
TA2 11 B11MB7 51,34 61,84

Tabla 3. Comparacidn del porcentaje de hidrdlisis de celulosa y tusa del sobrenadante de B19, respecto a consorcios de
sobrenadantes. Hidrélisis por 2 horas en buffer acetato a 45°C en agitacion a 175 r.p.m. Cada valor corresponde al promedio
de tres repeticiones.

Es interesante que a pesar de haberse diluido la actividad del sobrenadante producido por
B19 para la conformacion de los consorcios de enzimas, la hidrélisis de la tusa por los
consorcios B19B11, B19B11M, B19TA1 fue similar a la obtenida por B19 individualmente en
el primer experimento, donde la actividad era 3 veces mayor. Aunque en este caso la dilucion
se refiere a endo y exoglucanasas, un hecho similar ha sido reportado para B-glucosidasa por
Jgrgensen, y otros (2005) quien observd que la adicidn del doble de actividad B-glucosidasa,
no resulta en un aumento en la sacarificacién del sustrato. Para probar si ocurre un
fendmeno similar para las endoglucanasas y las exoglucanasas seria necesario evaluar
extractos purificados de enzimas. Estos resultados muestran una posibilidad de reduccién de
costos de la hidrdlisis de la tusa con el uso de sobrenadantes de cultivos producidos
individualmente, ya que es posible conformar consorcios con sobrenadantes con menor
actividad enzimatica, los cuales pueden ser obtenidos en la mitad del tiempo de incubacién
con la consecuente reduccién en el consumo de energia, en el caso de B19. Es necesario
evaluar la relacion de la actividad enzimatica con la concentracidon del sustrato, pues es
posible que mayores concentraciones de sustrato aumenten la efectividad de la hidrdlisis de

acuerdo con los resultados de Jgrgensen, y otros (2005) con B-glucosidasa.

Cuando se compard la hidrdlisis de cada sobrenadante individual con la obtenida cuando

estaba en consorcio con B19, lo cual se presenta en la Tabla 3, se observé que en tusa la
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hidrélisis del consorcio del sobrenadante B19 con TA1 fue 306% mayor que la obtenida por la
TA1 individualmente. Para B11M la hidrdlisis con B19 fue 441% mayor, en comparacion con
B11M individual. En celulosa, aunque en todos los casos la hidrdélisis aumento, la proporcion
del aumento fue menor. Solamente en el consorcio con TA2 la hidrdlisis fue mayor en

celulosa que en tusa.

. Hidrélisis de lacepa  Hidrdlisis del consorcio Porcentaje hidrélisis del
Actividad individual con B19 consorcio con B19
Cepa Endoglucanasa (mg glucosa/mL) (mg glucosa/mL) (%)
(Ul /mL )
Celulosa Tusa Celulosa Tusa Celulosa Tusa
B19 0,061 0,721 0,707 - - -
TAl 0,041 0,429 0,489 0,839 1,498 195,571 306,339
TA2 0,045 0,624 0,698 0,708 0,646 113,461 92,5501
B 11 0,036 0,361 0,44 0,786 1,32 217,728 300
B7 0,034 0,235 0,308 0,64 0,89 272,340 288,96
Th 0,059 0,22 0,29 0.59 1,17 268,182 403,448
B11M 0,034 0,279 0,335 0.81 1,48 290,323 441,791

Tabla 4. Evaluacion de la potenciacion de B19 sobre la accidn hidrolitica de los sobrenadantes de cinco cepas de hongos vs.
actividad endoglucanasa y relacion de la actividad hidrolitica individual y de los consorcios.

Es importante determinar la sinergia entre las enzimas cuando actian en consorcio. De
acuerdo con Andersen y otros (2008.) una medida de la sinergia puede ser calculada como la
proporcién de la actividad exhibida por una mezcla de componentes dividida por la suma de
actividades de los componentes por separado y la cual puede obtenerse con base en la
formacién de producto, o en la medida de la conversidon del sustrato. A esta medida se le
denomina grado de sinergia (DS, por sus siglas en inglés). De acuerdo con Andersen, cuando
el DS es mayor que 1 se dice que hay sinergia entre los componentes del consorcio. Si es

menor que 1 hay competencia.

Con la informacién obtenida de la hidrdlisis de los consorcios y las cepas individuales, se
calculé el DS de los consorcios con base en la concentracién de glucosa obtenida como
producto de la hidrélisis de celulosa y tusa por los sobrenadantes correspondientes a una
mezcla de enzimas endoglucanasa, exoglucanasa y B-glucosidasa, producidas por cada cepa
(Tabla 4). Se determind que ocurre sinergia de los consorcios solamente en tusa, en los
consorcios B19B11, B19B11M, B19TA1 y B19Th, con valores de DS mayores que 1. En los
demas consorcios hay competencia, tanto en tusa como en celulosa, ya que el DS es menor
que 1. Es interesante la sinergia entre B19, la cepa con mayor actividad endoglucanasa y

exoglucanasa con B11 y B11M, cepas con alta actividad B-glucosidasa, en comparacién con
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TA1l y TA2. En estos consorcios la endoglucanasa y la exoglucanasa habrian iniciado la
hidrdlisis y la B-glucosidasa habria hidrolizado la celobiosa producida por las dos primeras
para producir glucosa, como ha sido descrito en la literatura como uno de los posibles
mecanismos de accidn del complejo de enzimas celulasa. Dicho efecto se ha observado en
consorcios establecidos de enzimas de A. niger con T. reesei, este ultimo deficiente en [3-
glucosidasa, esencial para convertir la celobiosa en glucosa (Alam y otros, 2005). El
sinergismo de las endoglucanasas y exoglucanasas con la B-glucosidasa, ha sido descrito en la
interaccion de enzimas de P. pinophilum y T. koningii (Wood y McCrae, 1986). La misma
explicacion, sin embargo, no se aplica al consorcio B19TA1, el cual tiene un DS mayor que 1

pero la actividad -glucosidasa de las dos cepas es muy baja.

Los resultados obtenidos en el presente estudio no estan de acuerdo con la afirmacién de
Andersen (2008), de que como regla general los mas altos DS ocurren en substratos
altamente cristalinos (como celulosa cristalina y algodén) y disminuyen con la disminucién de
la cristalinidad del substrato. En este caso los mayores DS corresponden a los consorcios
obtenidos en tusa, sustrato de menor cristalinidad que la celulosa microcristalina, donde los

DS fueron menores.

Grado de sinergia (DS))

Consorcio
Celulosa Tusa

B19B7 0,669 0,877
B19C11 0,726 1,151
B19B11M 0,81 1,420
B19TA1l 0,729 1,252
B19TA2 0,526 0,460
B19Th 0,627 1,173
B19TA1TA2 0,367 0,339
B19B11B11MB7 0,2608 0,237
TA1TA2 0,5940 0,5236
B11B11MB7 0,3864 0,3204
TA1B11B11IM 7 0,2127 0,1932
TA2 B11B11IM 7 0,2468 0,2455

Tabla 5. Grado de sinergia de los consorcios evaluados, correspondiente a la actividad de la mezcla / Sumatoria de la
actividad individual observada Cada medida corresponde al promedio de tres repeticiones.

La hidrdlisis producida por B19 de 0,721 y 0,707 g/L, en celulosa microcristalina y tusa
respectivamente, generada por sobrenadantes con 0,3 Ul /mL de actividad endoglucanasa y
0,5 de actividad exoglucanasa es similar a la obtenida por Ariffin y otros (2008) de 0.73 g/L de
azUcares reductores en tusa sin tratar utilizando una enzima pura que contenia 56.5 Ul /mL

FPasa, 147.5 Ul /mL CMCasa, y 16.8 Ul /mL B-glucosidasa con la que la hidrélisis produjo.
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Considerando la diferencia en la actividad de las enzimas utilizadas en este estudio, se podria
concluir que hay una alta eficiencia de los sobrenadantes de B19 utilizados en el presente
estudio. Es importante entonces la evaluacidon posterior de pretratamientos que permitan
hacer mas disponible la celulosa para la accion de las enzimas y sea posible aumentar su

eficiencia.

En el presente estudio se determind que los consorcios B19B11, B19B11M y B19TAl
obtuvieron 1,5 g de azlcares reductores/g de tusa 5% (W/V) y 0,8 g/g de celulosa 5% (W/V)
con sobrenadantes con 0,065 y 0,075 Ul /mL de actividad endoglucanasa y exoglucanasa
para B19 y 0,04 para las demas cepas. Este resultado esta de acuerdo con los obtenidos
previamente por Umikalsom, y otros (1997) quien obtuvo 0,7 g azucares reductores/g de
tusa delignificada (78%celulosa y 5,5 de lignina) con enzimas de Chaetomium globosum con
15Ul /mL PFasa, 428 CMCasa (Endoglucanasa) y 90 B-glucosidasa. El sobrenadante de B19
actuando individualmente produjo 0,75 g de azlcares reductores tanto en tusa como en
celulosa. Otros autores reportaron que un hongo endéfito aislado del paramo de Cruz Verde
(Cundinamarca) fue capaz de producir mas de 25 g/L de azucares reductores en 6 dias con
tusa pretratada quimicamente como fuente de carbono, posiblemente por acciéon de endo y
exoglucanasas (Gonzélez, Jiménez y Susa, y otros 2008). Este dato sustenta la importancia de
evaluaciones de pretratamiento de la tusa con el fin de aumentar la capacidad de hidrdlisis
enzimatica. Sin embargo, no es comparable con el obtenido por las cepas en estudio, cuya
evaluacion se realizé a las 2 horas de incubacion y no es posible extrapolar a los seis dias
pues no se conoce la linearidad de la reaccién. En general, se podria afirmar que con el
tiempo la digestibilidad de la tusa se hace mayor debido tanto a una reducciéon del indice de
cristalinidad de la celulosa como a un aumento del area superficial de la misma (Park, y otros
2010). Se hace necesarias evaluaciones mds detalladas para determinar el tipo de sinergismo
observado. Asi mismo, seria necesaria la evaluacion en el tiempo, donde se relacionarian
ademas factores de estabilidad de la mezcla de enzimas del sobrenadante. Es posible que los
consorcios que resultaron efectivos en el aumento de la digestiéon de la tusa contribuyan a
disminuir la rugosidad de la superficie de la celulosa cristalina con el aumento del trafico de
las celulasas, el aplanado de la superficie, la eliminaciéon de obstaculos y el aumento del
numero de entradas y salidas de las enzimas lo cual reduce la congestidon, mejoran la

movilidad de las celulasas y aumentan la eficiencia de la hidrdlisis (Igarashi, y otros 2011).
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7 CONCLUSIONES

Esta investigacidn ha permitido determinar la capacidad celulolitica in vitro de consorcios de
hongos provenientes de un transepto de bosque alto andino del Parque Natural Nacional de
Los Nevados y de tusas de palma de aceite en descomposicién sobre dos sustratos, tusa y
celulosa microcristalina en condiciones de laboratorio, de acuerdo con los objetivos

propuestos:

Con la caracterizacién del crecimiento y actividad celulolitica de los aislamientos de hongos
provenientes de bosque alto-andino y de tusas de palma de aceite en descomposicion, se
puede concluir que en las condiciones evaluadas la tusa genera la mayor produccion de
proteinas en las cepas evaluadas, sin embargo, la celulosa microcristalina induce las mayores
actividades endoglucanasa y exoglucanasa, en la cepa B11M a las 156 horas de incubacion y
en la cepa B19 a partir de las 204 horas. La cepa B7, por su parte, tiene potencial por la
actividad B-glucosidasa obtenida. Estos resultados corroboran lo reportado en la literatura,
en relacidn con que no se conocen hongos capaces de generar alta actividad endoglucanasa,

exoglucanasa y B-glucosidasa, simultdneamente.

En las condiciones evaluadas, tanto en celulosa microcristalina como en tusa, el co-cultivo de
los hongos en estudio estimula principalmente la produccidn de proteinas en los consorcios
evaluados pero no las actividades endoglucanasa y exoglucanasa, en comparacién con las
exhibidas por la cepa B19, aunque las actividades especificas de los consorcios B19B11 vy
B19TA2 si aumentaron, lo cual indicaria que la actividad por unidad de biomasa aumenta, es
decir que estos consorcios son capaces de generar actividad enzimatica por unidad de
biomasa. La actividad B-glucosidasa al parecer si es estimulada por los consorcios de hongos
co-cultivados en los cuales aumenta en comparacién con la actividad de B19 crecida
individualmente y usada como parametro de comparacién. Sin embargo ninguno de los
consorcios ‘genera mayor actividad B-glucosidasa que las cepas B7 y B11, las de mayor
actividad individualmente a las 300 horas de incubacién en las curvas de actividad, lo cual
confirma que la interaccion sinergistica de los hongos co-cultivados no estd directamente
relacionada con el crecimiento, como producciéon de biomasa, sino que es responsable del
aumento en la produccién de enzimas (Gutierrez-Correa y otros, 1999). La reduccion en la
actividad endoglucanasa y la exoglucanasa posiblemente se explicarian por el interbloqueo,

observado en general entre todas las cepas, en la evaluacidon de antagonismo en placa, lo
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cual podria indicar que algunos metabolitos producidos por las cepas individuales lograrian
reducir la generacion de actividad de estas enzimas. Sin embargo, estos mismos estimularian

la actividad B-glucosidasa, lo cual deberia ser estudiado posteriormente.

A través de este estudio se determind la capacidad de hidrdlisis de tusa y celulosa, in vitro,
por consorcios de enzimas obtenidos a partir de la mezcla de los sobrenadantes producidas
por hongos cultivados individualmente. Al respecto se ratificd el potencial de la mezcla de
enzimas presentes en los sobrenadantes de B19 con la conformacién de consorcios con los
sobrenadantes producidos individualmente por B11, B11M, y TA2, los cuales aun con bajas
actividades enzimaticas aumentan la hidrélisis de tusa de las cepas acompanantes hasta
alrededor de 400%. La accién de dichos consorcios podria ser complementada con la adicion
oportuna del sobrenadante de B7 de gran interés por su actividad B-glucosidasa. Los
resultados permiten concluir que La eficiencia de la hidrélisis de tusa por los consorcios de
sobrenadantes B19B11, B19B11M, B19TA1l es mayor que la obtenida por sobrenadantes
producidos por las cepas individualmente. Esta conclusion es posible ya que los consorcios en
los cuales la actividad enzimatica de B19 fue diluida, alcanzaron valores de hidrdlisis similares
a los obtenidos por el sobrenadante de B19 con actividad tres veces mayor. El hecho de que
actividades menores requieran menor tiempo de incubacidn significa una economia de
energia que debe entrar al sistema, lo cual debe ser tenido en cuenta para estudios

posteriores.

La utilizacién de consorcios de sobrenadantes procedentes del cultivo de los hongos en
estudio tiene gran potencial para el tratamiento inicial de la tusa después de la extraccidn de
aceite, teniendo en cuenta que la temperatura después del proceso de esterilizacion en la
planta de beneficio podria ser dptima para la accion de las celulasas. Asi, se podria iniciar la
hidrélisis a glucosa de las tusas mads rapidamente, lo cual podria permitir una mayor
velocidad de colonizacién por microorganismos degradadores por un aumento en la
concentracién de sustrato facilmente utilizable y por lo tanto podria reducir el tiempo de su
descomposicidn, lo cual deberia ser evaluado posteriormente. Por otra parte, estudios
posteriores podrian dirigirse hacia la optimizacion de la hidrdlisis para generacién de glucosa

con diferentes fines.
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8 RECOMENDACIONES

En concordancia con los resultados obtenidos y la informacién referenciada en este
estudio para la produccidn de enzimas con actividad celulolitica, seria recomendable la
realizacion de estudios para la optimizaciéon de la composicidn del medio de cultivo y
condiciones de incubacién de los hongos promisorios que pueden ser seleccionados a
partir del presente estudio. El potencial de dichas cepas podria ser optimizado con la
evaluacidon de modificaciones en fuente y concentracion de nutrientes, pH, tamafio de
particula, adicién de inductores de celulasas, tiempos de cultivo, entre otros. Debe
considerarse la realizacidn de pretratamientos quimicos o biolégicos de la tusa de palma,
con el fin de aumentar la eficiencia de las enzimas. Dentro de los tratamientos bioldgicos
es recomendable explorar con especies de hongos nativos del bosque altoandino y
ampliar la busqueda a microorganismos degradadores de tusa a la zona de produccidn de

palma de aceite.

Es importante comparar el potencial biotecnoldgico de B19 con una cepa de T. reesei
caracterizada previamente por su actividad celulolitica, asi como el potencial de las
celulasas producidas por las cepas de este estudio con celulasas comerciales, de modo
qgue se tenga una mejor dimensién de los aportes reales de estos microorganismos.
Deben incluirse estudios de la estabilidad de los extractos enzimaticos. Asi mismo, en
estudios posteriores deberian tenerse en cuenta también enzimas degradadoras de
hemicelulosa y lignina, las cuales pueden ser parte de las enzimas celuloliticas expresadas

en los hongos del presente estudio.

Ampliar la investigacion en caracterizacion de la tusa en Colombia y pretratamientos que
hagan la celulosa de la tusa mas disponible para la accién enzimdtica, incluyendo la
exploracién de la factibilidad del pretratamiento bioldgico de la tusa con especies nativas
de hongos procedentes del bosque altoandino, y extender la busqueda microorganismos

degradadores de tusa a la zona de produccion de palma de aceite.
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10 ANEXOS

Anexo 1. Secuencias Cepa TA1 ITS-1

MACROJGEN

Advancing throngh Genomics

File: TA1-ITS1.abl Run Ended: 2011/3/3 17:35:59 Signal G:124 A:129 C:130 T:96

Sample: TA1 ITS1 Lane: 96 Base spacing: 15.834011 684 bases in 8182 scans Page 1 of 2
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Anexo 2. Secuencias Cepa TA2 ITS-1

MACROJGEN

Advancing throngh Genomics

File: TA2-1TS1.ab1l Run Ended: 2011/3/3 13:13:56 Signal G:184 A:229 C:183 T:134

Sample: TA2_ITS1 Lane: 96 Base spacing: 16.367682 574 bases in 6895 scans Page 1 of 1
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Anexo 3. Curva patron de albimina sérica bovino (BSA) utilizada para la determinacion de curvas de crecimiento y actividad

enzimatica.

Curva patrén de Proteinas (Bradford)
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Anexo 4. Curvas patrdén p-nitrofenol y glucosa utilizadas para la determinacion de actividad (a) endoglucanasa , exoglucanasa

y (b) B-glucosidasa. Cada punto corresponde al promedio de tres repeticiones.
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Anexo 5. Analisis de varianza de Actividad endoglucanasa en dos etapas E1 y E2. ENDO: Actividad endoglucanasa; X_ENDO:

Promedio actividad endoglucanasa; CEP: Cepa; SUS: Sustrato; CEP_SUS: Interaccion cepa sustrato; ENDOE: Endoglucanasa

Especifica.

ETA Dependent HypothesisType Source
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ETA Effect
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ETA  Dependent
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Anexo 6. Analisis de varianza de Actividad exoglucanasa en dos etapas E1 y E2. ENDO: Actividad exoglucanasa;

X_ENDO: Promedio actividad exoglucanasa; CEP: Cepa; SUS: Sustrato; CEP_SUS: Interaccion cepa sustrato;

EXOE: Exoglucanasa Especifica.
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14,55835
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ProbF
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0,000232046
0,006669861
0,001715235
4,92111E-28
6,67E-31

ProbF
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6,77118E-12
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Anexo 7. Andlisis de varianza de actividad B-glucosidasa en dos etapas E1 y E2. BETA: Actividad f-glucosidasa;

X_BETA: Promedio actividad B-glucosidasa; CEP: Cepa; SUS: Sustrato; CEP_SUS: Interaccidn cepa sustrato;

BETAE: E B-glucosidasa Especifica.
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Anexo 8.Andlisis de varianza de la produccion de proteinas y las actividades enzimaticas en co-cultivo .
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Anexo 9.Andlisis estadistico del efecto de consorcios de enzimas con diferente actividad sobre la actividad
hidrolitica.

Dependent Dependent DF SS Ms FValue ProbF

GLU 3 CON 23 12,0169717 0,52247703 137,268018 3,0762E-64
GLU 3 SUS 1 0,43184462 0,43184462 113,456576 4,6879E-18
GLU 3 CON*SUS 23 0,35298289 0,01534708 4,03206921 6,5492E-07
Effect Dependent CON Dependent SS Ms FValue ProbF
CON_SUS GLU B11M_0_O 1 0,00461272 0,00461272 1,21187839 0,27365703
CON_SUS GLU 11.00 1 0,00941371 0,00941371 2,47322121 0,11902347
CON_SUS GLU 19.0_0 1 0,03537327 0,03537327 9,29345796 0,00295673
CON_SUS GLU 19_B11M_0 1 0,02161755 0,02161755 5,67948176 0,01909234
CON_SUS GLU 19110 1 0,02794925 0,02794925 7,34297913 0,00794834
CON_SUS GLU 19_11_B11M 1 0,00545939 0,00545939 1,43432195 0,23394908
CON_SUS GLU 19.7.0 1 0,00374543 0,00374543 0,98402008 0,3236513
CON_SUS GLU 19_TA1_0 1 0,02622971 0,02622971 6,89121381 0,01004998
CON_SUS GLU 19_TA1_TA2 1 0,09686039 0,09686039 25,4476901 2,0901E-06
CON_SUS GLU 19_TA2_0 1 0,0362205 0,0362205 9,51604786 0,00264706
CON_SUS GLU 19_Th_0 1 0,08385666 0,08385666 22,0312789 8,7183E-06
CON_SUS GLU 7_00 1 0,00788802 0,00788802 2,07238376 0,15317363
CON_SUS GLU TA1_0_0 1 0,00545939 0,00545939 1,43432195 0,23394908
CON_SUS GLU TA1_B11M_0 1 0,07219034 0,07219034 18,9662407 3,2752E-05
CON_SUS GLU TA1_11 0 1 0,05181718 0,05181718 13,6136925 0,00036893
CON_SUS GLU TA1_7_0 1 0,03707776 0,03707776 9,74127197 0,00236771
CON_SUS GLU TA1_TA2_0 1 0,09272448 0,09272448 24,3610825 3,2752E-06
CON_SUS GLU TA1_Th_O 1 0,07091364 0,07091364 18,6308192 3,7956E-05
CON_SUS GLU TA2_0_0 1 0,00829075 0,00829075 2,17819079 0,14318483
CON_SUS GLU TA2_B11M_0 1 0,00156468 0,00156468 0,41108156 0,52291767
CON_SUS GLU TA2_11 0 1 0,05703928 0,05703928 14,9856717 0,00019542
CON_SUS GLU TA2_7_0 1 0,00305026 0,00305026 0,80138221 0,37287393
CON_SUS GLU TA2_Th_0O 1 0,00912629 0,00912629 2,39770747 0,12473663
CON_SUS GLU Th_0_0 1 0,02647202 0,02647202 6,95487364 0,00972179
CON_SUS GLU 23 6,09606611 0,26504635 69,6344247 1,5436E-50
CON_SUS GLU 23 6,27388848 0,27277776 71,6656623 4,157E-51

Anexo 10. Analisis estadistico del efecto de consorcios de enzimas con actividad similar sobre la actividad
hidrolitica.

Dependent HypothesisType Source DF SS ms FValue ProbF

ENDO 3 CEP 5 0,001625 0,000325 104,8382 1,7897E-09
EXO 3 CEP 5 0,002685 0,000537 132,8104 4,48173E-10
BETA 3 CEP 5 4,949155 0,989831 22,22733 1,10203E-05
Dependent HypothesisType Source DF SS MS FValue ProbF

GLU 3 CON 18 9,325245 0,518069 76,41456 3,60507E-41
GLU 3 SUS 1 0,774281 0,774281 114,2055 8,46613E-17
GLU 3 CON*SUS 18 1,643125 0,091285 13,46439 7,20302E-17
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0,00824
2,248682

8,857067

Mms
0,004613
0,000109
0,429401
0,683839
8,02E-05
0,094552
0,652122
0,000125
0,005682
0,504833
0,005459
0,00103
2,01E-05
0,008291
0,00674
0,009414
0,000295
0,007888

0,00824
0,124927

0,492059

FValue
0,68037
0,016103
63,33613
100,8653
0,011831
13,94623
96,18714
0,018486
0,838118
74,46229
0,805254
0,151915
0,002958
1,222875
0,994141
1,388511
0,043463
1,163473

1,215316
18,42654

72,57814

ProbF

0,412040743
0,899355235
1,32238E-11
1,37545E-15
0,913670925
0,000361455
3,84716E-15
0,892209593
0,362831238
6,85493E-13
0,372361073
0,697802548
0,956770807
0,272285435
0,321896486
0,242333145
0,835413913
0,284157948

0,273760585
9,985E-21

2,24922E-40
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