Comunidades de hongos actinomicetos en tres tipos de vegetacion de la
Amazonia colombiana: abundancia, morfotipos y el gen 16s ADNr
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Abstract: Communities of Actynomicetes fungy in three vegetation types of the Colombian Amazon:
abundance, morphotypes and the 16s rDNA gene. Among soil microorganisms, Actinomycetes play an
important role in the sustainability of natural and agricultural systems: decomposition of organic matter; deg-
radation of recalcitrant compounds like lignin; nitrogen fixation; degradation of agricultural chemicals and
biological control in plants and animals. We evaluated their diversity in soils under three different vegetation
covers (pasture, tropical primary forest and stubble) at two depths in the Southern Colombian Amazon border.
We collected five replicates per vegetation type (in each, three samples at 0-20cm and three at 20-30cm; for a
total of 30 samples). Abundance and phenotypic diversity were determined by plate counting. Genomic DNA
was extracted from the isolates: the 16s IDNA gene was amplified with specific primers, and its genetic diversity
was estimated by means of an amplified restriction analysis (ARDRA). Actynomicetes abundance varied with
vegetation and depth, possibly reflecting presence of earthworms, macro-fauna and physico-chemical character-
istics associated to fertility, as well as organic matter, total bases, and optimal capacity to cationic interchange.
Primary forests had the highest diversity. Sixteen morpho-types (six genera) were identified; Streptomyces was
the most abundant everywhere. The heterogeneity of ARDRA patterns prevented species identification because
of the intra-species variability in sequences of 16s rDNA operons. This community is a biological indicator of
landscape alteration and could include new bio-active compounds of pharmaceutical interest. Rev. Biol. Trop.
57 (4): 1119-1139. Epub 2009 December 01.

Keys words: Actynomicetes, pasture, tropical primary forest, stubble, 16S rDNA gen, ARDRA, phenotype and
genetic diversity, Colombian Amazon.

En el sur del trapecio de la Amazonia
colombiana se observan procesos de “coloni-
zacion” basados en modelos occidentales de
produccidn, con agricultura intensiva (cultivos
de bajo rendimiento) y desarrollo de una gana-
deria incipiente en paisajes no aptos para este
uso (IGAC 1997). Esta intervencion ha tenido
como principales consecuencias la disminucion
de especies forestales, de especies animales,
el aumento de los procesos erosivos del suelo
y su consecuente degradacion, la escasez de
productos derivados del bosque y un gran
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desequilibrio ecoldgico inherente a la misma
fragilidad del ecosistema (IGAC 1996).

El sistema selvatico tropical es considera-
do como el mas grande de los sistemas vivien-
tes, ya que alberga un niimero incalculable de
especies diversas, a pesar de que cubre sdlo el
10% de la superficie del planeta. De este modo,
el Amazonas constituye el punto neuralgico de
la biodiversidad en la Tierra. La cantidad de
organismos que alberga es enorme. Se estima
que mas de la mitad de toda la biodiversidad
del planeta se encuentra en esta region del
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tropico sudamericano. Se ha considerado un
minimo de dos millones de especies en esta
region, aunque este valor probablemente repre-
sente una subestimacion considerable (Vander-
lei Anselmi 2004).

El Amazonas almacena el 8% del dioxido
de carbono de la biosfera y del 20% del ciclo
del agua dulce en el planeta. De gran impor-
tancia es el papel que cumplen los microorga-
nismos del suelo, del agua y del aire. Se han
realizado numerosos estudios a cerca de la
fauna y flora de los ecosistemas amazonicos
(Ruiz-Garcia et al. 2007) pero, sin embargo,
a pesar del conocimiento que se posee de la
biodiversidad amazénica, resulta evidente que
falta avanzar mucho en el entendimiento de su
enorme complejidad. Esta afirmacion es espe-
cialmente cierta en el caso de la vida microbia-
na (Borneman & Triplett 1997).

Entre los microorganismos del suelo, los
actinomicetos son uno de los grupos de bac-
terias mas abundantes (90%), mostrando acti-
vidad biodegradativa al secretar un amplio
rango de enzimas que les permiten metaboli-
zar moléculas recalcitrantes. También exhiben
diferentes estrategias, desde ciclos de rapida
proliferacion y esporulacion, hasta el manteni-
miento de poblaciones por prolongados perio-
dos de tiempo. Esta versatilidad metabodlica y
morfoldgica les confiere un gran potencial para
desempenarse en procesos de biorremediacion,
incluyendo la remocion de metales (Albarracin
et al. 2005). De igual manera, desempefian un
rol crucial en la sostenibilidad a largo plazo
de los sistemas naturales y agricolas, debido
al papel que cumplen en la descomposicion
de la materia orgénica, fijacion de nitrogeno
(Frankia sp.), degradacion de agroquimicos
y el control bioldgico de plagas de plantas y
animales (Williams et al. 1984).

Una de sus caracteristicas mas importan-
tes es su capacidad para producir antibidticos
(Heuer et al. 1997), enzimas y productos bio-
activos. Boudemagh ez al. (2005) mencionan
que los actinomicetos representan la principal
fuente de metabolitos secundarios con activi-
dad anticelular. Las especies pertenecientes al
género Streptomyces constituyen el 75% del

total de la poblacion con capacidad para produ-
cir moléculas con actividad antibidtica.

Al formar parte del sistema de descompo-
sicion de la materia organica, los actinomicetos
pueden ser indicadores de fertilidad y servir
como elemento de aproximacion a la dindmica
de un ecosistema, teniendo en cuenta que su
funcionamiento, antes y después de un proce-
so de perturbacion, estd influenciado por las
poblaciones microbianas edaficas (Kennedy &
Smith 1995).

El estudio de actinomicetos ha sido lleva-
do a cabo tradicionalmente mediante técnicas
de cultivo dependiente (recuentos en placa de
cultivo). Hiltner & Stormen (1903) (citado en
Waksman 1967) fueron los primeros en cuan-
tificar este grupo en el suelo, encontrando que
representan cerca del 13 al 30% de los micro-
organismos. Posteriormente, Conn et al. (1996)
(citado en Waksman 1967) reportaron que los
actinomicetos representan mas del 40% de la
comunidad en suelos ricos en raices y, aproxi-
madamente, el 21% en suelos cultivados.

Xu et al. (1996) estudiaron la diversidad y
las caracteristicas biologicas de actinomicetos
acuaticos en 12 lagos del “Middle Plateau” de
Yunnan en China, aislando 60 géneros diferen-
tes, siendo Micromonospora el mas dominante,
seguido por Streptomyces. Correlacionado con
esto, Hua-Li et al. (1996), también, estimaron
la diversidad de actinomicetos en suelos de la
misma region china por medio del aislamiento
y enumeracion en medios de cultivo de enri-
quecimiento. Reportaron una mayor diversidad
en suelos bajo bosque primario, seguida por
suelos bajo bosque secundario y, finalmente,
por granjas cultivadas con vegetales. El género
Streptomyces fue el mas importante, represen-
tando el 90% de la diversidad total.

Sin embargo, a pesar de la importancia
de estos procesos funcionales, son muy esca-
sos los trabajos realizados en la Amazonia
colombiana sobre la diversidad de este grupo
y, en especial, sobre la influencia que ejerce
la modificacion de la cobertura vegetal natural
sobre la estructura de esta comunidad micro-
biana. El primer trabajo realizado para este
territorio fue llevado a cabo por De La Torre
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(1993), en el Departamento de Caqueta. Alli
se estudio la distribucion y caracterizacion de
las poblaciones microbiologicas en los suelos
del bosque humedo tropical, reportando que la
comunidad microbiana esta representada en un
65% por bacterias, un 25 a 30% por hongos y
de un 2 a un 14% por actinomicetos. También
en territorio colombiano, Corredor (2000) eva-
Iué la estructura de las comunidades edaficas
de Streptomyces en seis coberturas vegetales
en la franja cafetera del Quindio (Andes colom-
bianos), por métodos microbioldgicos tradi-
cionales y moleculares. Un tercer trabajo, éste
en el area amazonica, fue el de Cardona et al.
(2005), que evaluaron la diversidad del género
Streptomyces en suelos bajo bosques y potreros
en un area de colonizacion del municipio de
San Jos¢ de Guaviare, reportando una mayor
diversidad del género en suelos bajo bosque.

Los objetivos prioritarios del presente
estudio fueron los siguientes: 1- Determinar la
posible diferenciacion significativa en la abun-
dancia de actinomicetos en suelos bajo bos-
ques, pastos y rastrojos en el sur del trapecio
amazonico colombiano. 2- Estimar la existen-
cia de posible heterogeneidad significativa en
la abundancia de actinomicetos entre los dife-
rentes puntos de muestreo dentro de una misma
cobertura. 3- Establecer posibles diferencias
significativas en la abundancia de actinomi-
cetos a diferentes profundidades de muestreo
en las tres coberturas analizadas. 4- Identificar
diferentes morfotipos de actinomicetos a partir
de caracteristicas macro y microscopicas en las
diversas muestras y coberturas analizadas. 5-
Estimar posibles diferencias significativas en
el nimero de morfotipos de actinomicetos entre
cada una de las coberturas estudiadas. 6- Deter-
minar la posible relacion de las caracteristicas
fisico-quimicas del suelo con la abundancia de
actinomicetos en las coberturas muestreadas y
7- Establecer las relaciones genéticas entre los
16 morfotipos de actinomicetos encontrados
mediante la aplicacion de 8 enzimas de restric-
cion al amplificado del gen ADNr 16s.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo de campo se realiz en los muni-
cipios de Leticia (comunidades de Macedonia,
San Martin de Amacayacu, Mocagua, Santa
Sofia, Vergel y Zaragoza) en el Departamento
de Amazonas, habitados por comunidades de
las etnias Ticuna y Yagua (Fig. 1). Se anali-
zaron tres tipos de cobertura vegetal: bosques
secundarios sin intervencion durante por lo
menos los ultimos treinta (30) aflos, pastizales
de diez (10) y treinta (30) afios con ganaderia
semi-extensiva, y rastrojos de seis (6) y ocho
(8) aflos (tiempo transcurrido en su recupe-
racion natural, luego de la tala del bosque
natural, cambio de cobertura, uso y abandono
del lugar).

Las muestras de suelo se colectaron
siguiendo un disefio de muestreo sistematico
(Corredor 2000), analizando cinco repeticiones
por tipo de cobertura para un total de 15 unida-
des experimentales. Se tomaron séis muestras
compuestas en cada unidad experimental; 3
muestras entre 0 y 20cm de profundidad y las
otras tres entre 20 y 30cm, para un total de
30 muestras. Para la caracterizacion fisico-
quimica se tomd una muestra compuesta en
cada unidad experimental, teniendo un total de
15 muestras.

Se tomaron aproximadamente 1000 gra-
mos de suelo de los cuales 200g se usaron para
el cultivo dependiente y 500g para el analisis
fisico-quimico. Las muestras se guardaron en
una bolsa plastica de 1lb., debidamente iden-
tificadas y se conservaron en nevera de icopor
con hielo seco hasta su envio al laboratorio. A
cada muestra se le asigné un codigo de iden-
tificacion, con el que se describid el tipo de
cobertura, y el nimero del sitio. Con las letras
B, Py R se designaron las coberturas (bosque,
pastizal y rastrojo, respectivamente) y con los
numeros romanos L, I, I1I, IV y V se identifico
cada uno de lo sitios.

Adicionalmente, se registr6 un conjun-
to de observaciones de campo: coordenadas
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Fig. 1. Area general de muestreo-sur del trapecio amazonico colombiano.

Fig. 1. General area sampled. Southern Colombian Amazon.

geograficas (latitud y longitud) mediante el
sistema de posicionamiento global por satélite
(GPS), edad de la cobertura, espesor del hori-
zonte organico, presencia de lombrices, maraia
de raices y actividad de macrofauna. Para la
cobertura pastizal se registro el género o espe-
cies de pasto que se encontraban establecidos,
tiempo de uso en ganaderia, nimero de cabezas
de ganado, nimero de hectareas en pasto, pre-
sencia de otras especies vegetales y practicas
de cultivo, y para los rastrojos se tuvo en cuenta
las especies sembradas después de la quema
y algunos problemas fitosanitarios durante el
manejo de la chagra.

Abundancia de actinomicetos e identifi-
cacion de morfotipos: Se estimo la abundancia
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de actinomicetos por medio del conteo de
unidades formadoras de colonia (UFC) en el
medio de cultivo almidéon amoniacal (AA) (pH
5.5): almidén de papa 10g/L; K,HPO, 1g/L;
(NH,)SO, 2¢/L; MgSO, 0.5g/L; KCI 0.5g/L;
FeSO, 0.01g/L y Agar 12g/L. Reportado por
Goodfellow & Williams (1983) como un medio
que favorece la recuperacion de diferentes
géneros de actinomicetos.

Se aislaron por siembra en placa de cul-
tivo, preparando para cada muestra una serie
de diluciones entre 102 y 10 de la siguiente
manera: de las muestras refrigeradas se toma-
ron 10g de suelo y se diluyeron en 90ml de
agua peptonada al 1.0%. De esta dilucion se
tomo6 una alicuota de Iml y se diluyé en 9ml
de agua peptonada para obtener la dilucion
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102. Este procedimiento se repitié consecuti-
vamente hasta obtener la diluciéon 10, En cada
caja de petri con el medio de cultivo (AA) se
sembr6 en superficie 0.1ml del inéculo de la
dilucién 10, Las muestras se sembraron por
triplicado y se incubaron a 28°C por 8-15 dias.

Después del periodo de incubacion se
determiné el numero de UFC para cada mues-
tra. Asimismo, se identificaron los diferentes
morfotipos teniendo en cuenta caracteristicas
macroscopicas de la colonia, como coloracion
del micelio aéreo y del sustrato, superficie,
forma y tamafio, presencia o ausencia de halos
de transparencia y produccién de pigmentos.
Para la identificacion de géneros se tuvo en
cuenta caracteristicas microscopicas observa-
das por coloraciones de Gram y Zielh-Nielsen,
como fragmentaciéon del micelio en formas
cocoides, bacilares o artroconidiales, presencia
de espirales y bucles, formacién de esporan-
gios, presencia de esporas terminales, en pares
o grupos en el micelio. A partir de los aisla-
mientos primarios se hicieron repiques en AA
de cada uno de los morfotipos descritos. Los
cultivos se incubaron en posicion invertida por
un periodo de 8-10 dias a 28°C.

Caracterizacion fisico-quimica del suelo:
Los analisis fueron realizados por el laborato-
rio de suelos del Instituto Geografico Agustin
Codazzi (IGAC). Se realiz6 el analisis quimico
Q-01. Los parametros evaluados fueron textu-
ra, CIC (capacidad de intercambio cationico),
Calcio, Magnesio, Potasio, Fosforo, Aluminio
de cambio, saturacion de bases, carbon orga-
nico y pH.

Extraccion de ADN de las colonias: Para
la extraccion del ADN de cada uno de los mor-
fotipos, se siguid el protocolo de microextrac-
cién de ADN genomico disefiado por Corredor
(2000). El aislamiento del ADN se realizd a
partir de aproximadamente 50mg de micelio o
esporas obtenidas del cultivo puro. El producto
final se resuspendio en 50ul de buffer Tris-
HCI-EDTA: TE (10:1). El ADN se cuantifico
por fluorometria a una longitud de onda de
365nm.

Amplificacion del gen ADNr 16s a partir
de los aislamientos: A partir del ADN obte-
nido, se amplifico el gen ADNr 16S por PCR
usando cebadores especificos para el grupo
filogenético de los actinomicetos. La seleccion
de los cebadores para la amplificacion especifi-
ca del gen de interés se realizo siguiendo el tra-
bajo de Heuer et al. (1997), en el que se reporta
la utilizacion del primer F243 como especifico
para la amplificacion del gen 16S ADNr de
actinomicetos en combinacion con el primer
R513GC, el cual es homologo a un dominio
conservado universalmente y que debido a una
base A en el extremo terminal 3" preferencial-
mente anilla a secuencias blanco en bacterias
gram positivas y B-proteobacteria.

Se utilizo 4ul del ADN gendémico como
plantilla para la amplificacion por PCR y agua
tipo HPLC fue usada como control negativo.
La amplificacion fue llevada a cabo en 46 pl de
volumen de reaccion, usando los primers: 243
Forward (5 -GGATGAGCCCGCGGCCTA-3")
y 513 GC Reverse (5'-Ge-CGGCCGCGGCT-
GCTGGCACGTA-3"). Las amplificaciones
se llevaron a cabo en un termociclador MJ
Research PTC-100. Los productos de PCR se
separaron en geles de agarosa al 1%, se colo-
rearon con bromuro de etidio (0.5mg/mL) y se
visualizaron bajo una fuente de luz ultravioleta.
Las imagenes fueron captadas y digitalizadas
en un equipo Gel Doc 100 de Bio-Rad conec-
tado a un computador, mediante el software
Molecular Analyst (Version 1.5 Bio-Rad).

Ensayos de andlisis de restriccion de
ADN ribosomal amplificado (ARDRA): El
ADN amplificado fue digerido con 5U de ocho
enzimas de restriccion, siendo éstas Hhal,
Hinfl, Mspl, Haelll, Alul, Aval, Rsal y Taql,
segun las condiciones del fabricante, en el
buffer de reaccion apropiado y en un volumen
final de 20ul. Los productos de restriccion se
separaron en geles de agarosa de MetaPhor
(Cambrex)-Agarosa ultrapura (Invitrogen) en
proporcion 2:1 a una concentracion del 2.7%
en buffer TBE 0.5X. La electroforesis se llevo
a cabo a 110V/60mA por 2.5h, incluyendo
como marcador de peso de 100pb (Ready Load
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ladder Invitrogen). Los geles se tifieron con
bromuro de etidio (0.5mg/mL) y se visuali-
zaron bajo una fuente de luz ultravioleta. Las
imagenes fueron captadas y digitalizadas en un
equipo Gel Doc 100 de Bio-Rad conectado a un
computador, mediante el software Molecular
Analyst (Version 1.5 Bio-Rad)

A partir del nimero de UFC de actinomi-
cetos en cada muestra de suelo se determind su
abundancia con base a la ecuacion:

Abundancia = UFC. * factor de dilucion (10%)

Con la abundancia relativa de los diferen-
tes morfotipos se determind, mediante la herra-
mienta Biotools de Excel (Microsoft 1997), la
diversidad fenotipica de actinomicetos con base
en los indices de diversidad de Shannon (1948)
(H’), indice de equitatividad de Hill (1973) (E),
indice de riqueza de Margalef (1972) (R1) e
indice de dominancia de Simpson (1949) (D)
(Magurran 1988).

El analisis de varianza (ANOVA) y las
pruebas de comparacion multiple (prueba de
Tukey (Tukey 1953); prueba de Newman-
Keuls (Newman 1939, Keuls 1952); prueba
de Duncan (Duncan 1955); prueba de Scheffé
(Scheffé 1959)), llevadas a cabo para determi-
nar la existencia de diferencias significativas
entre coberturas, muestras y profundidades, se
realizaron mediante el programa R version 1.7
corriendo en el sistema operativo Windows.

Para determinar la relacion entre la abun-
dancia de actinomicetos y los diversos morfo-
tipos encontrados respecto a las caracteristicas
fisico-quimicas de los suelos examinados se
emple6 un analisis candnico de correspon-
dencias (ACC). Este andlisis es apropiado
para representar tablas de frecuencias (Cuadras
1991). El mismo permite la representacion
simultanea de abundancias y morfotipos de
actinomicetos respecto a las caracteristicas
fisico-quimicas determinadas en los suelos con
la representacion de abundancias y morfotipos
diferenciados por la distancia ji-cuadrado, al
igual que la diferenciacion con esta distan-
cia para las caracteristicas fisico-quimicas de
los suelos. Para determinar qué factores son

significativos se aplico la prueba de indepen-
dencia completa (Cuadras 1991), el método
de la descomposicion aditiva de la ji-cuadrado
(Williams 1952) y los procedimientos de Cor-
dier (1965), Benzecri (1976) y Lleonart (1978).
Este analisis fue llevado a cabo mediante el
paquete estadistico PC-ORD desarrollado para
el andlisis estadistico de datos ecoldgicos.

Para el analisis de relacion genética entre
los morfotipos de actinomicetos, se interpreta-
ron los patrones generados por ARDRA como
un conjunto de caracteres binarios, en donde la
presencia de la banda (1) es uno de los estados
del caracter y la ausencia (0) el otro. Con base
en los resultados moleculares, se construy6 una
matriz binaria a la que se le aplico el indice de
similitud de Dice (Zuart 1998) equivalente a la
distancia de Nei-Li (Nei 1987) y construyendo
un fenograma con el algoritmo “Unweighted
Pair Group Method with Arithmeric mean”
(UPGMA) con el programa NTSYS version
2.0 (Rohlf 1998).

RESULTADOS

Abundancia de Actinomicetos en las tres
coberturas evaluadas: Como se observa en la
Fig. 2, la abundancia vari6 entre las tres cober-
turas vegetales. Las pruebas de comparaciones
multiples para los promedios de abundancia
de las tres coberturas con los test de Tukey,
Newman-Keuls, Duncan y Scheffé reflejaron
diferencias significativas entre las coberturas
bosque y pasto (p<0.05) y entre las cobertu-
ras bosque y rastrojo (p<0.01). Sin embargo,
las diferencias entre las coberturas pastizal
y rastrojo no son tan claras porque algunas
pruebas de comparaciones multiples revelaron
diferencias significativas entre estas dos cober-
turas (Newman-Keuls y Duncan) pero otras no
(Tukey y Scheffé).

Se encontraron diferencias en los prome-
dios de abundancia entre los sitios muestreados
en la cobertura de bosque, encontrandose un
valor mayor en el sitio de muestreo BV (Cua-
dro 1). Igualmente, se evidenciaron diferencias
en la abundancia de actinomicetos entre los
diferentes sitios de muestreo bajo pastizal y
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Abundancia de Actinomicetos en las tres coberturas evaluadas
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Fig. 2. Abundancia de actinomicetos (+ desviacion estandar) en suelos bajo bosque, pasto y rastrojo.

Fig. 2. Abundance of Actynomicetes (+ standard deviation) in soils under stubble, pasture and tropical primary forest

covers.

CUADRO 1
Abundancia de actinomicetos (£ desviacion estandar)
en células por gramo de suelo, en los diferentes sitios de
muestreo con la cobertura bosque

TABLE 1
Abundance of Actynomicetes (+standard deviation) in
cells per gram of soil, in different sampling sites with the
tropical primary forest cover

Cobertura Bosque Abundancia x 10 # (UFC/g)

BI 1.88 +0.88
BII 2.22 +0.69
BIII 0.57 £ 0.07
BIV 2.6 +0.86
BV 3.27+0.83

rastrojo (Cuadros 2 y 3), siendo las réplicas [1 'y
I las que reportaron los mayores promedios de
abundancia de actinomicetos, respectivamente.

Abundancia de Actinomicetos en las dos
profundidades del suelo estudiadas: Se lleva-
ron a cabo pruebas de comparaciones multiples
para los promedios de UFC de las interacciones

CUADRO 2
Abundancia de actinomicetos (£ desviacion estandar)
en células por gramo de suelo, en los diferentes sitios de
muestreo con la cobertura pastizal

TABLE 2
Abundance of Actynomicetes (tstandard deviation) in
cells per gram of soil, in different sampling sites with the
pasture cover

Cobertura Pastizal Abundancia x 10 #(U.F.C/g)

PI 0.54+ 0.24
PII 2.67 + 1.05
PIII 1.37+1.29
PIV 1.43£0.71
PV 1.87 £ 0.89

cobertura por profundidad utilizando el método
de la diferencia significativa honesta de Tukey.
Se observd que no existen diferencias signi-
ficativas en la abundancia de actinomicetos
(P>0.05), al comparar rastrojos y bosques,
ambos a la profundidad de 20-30cm. Lo mismo
ocurre al comparar pastos con rastrojos y pas-
tos con bosques a la misma profundidad, lo que
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CUADRO 3
Abundancia de actinomicetos (£ desviacion estandar)
en células por gramo de suelo, en los diferentes sitios de
muestreo con la cobertura rastrojo

TABLE 3
Abundance of Actynomicetes (+standard deviation) in
cells per gram of soil, in different sample places with the
stubble cover

Cobertura Rastrojo Abundancia x 10 4 (UFC/g)

RI 229+0.73
RII 1.11 £ 0.26
RIII 0.94+£0.45
RIV 0.69 + 0.22
RV 0.95+0.79

en otras palabras significa que a la profundidad
20-30cm la abundancia de actinomicetos es
igual en las tres coberturas (P>0.05).

Al comparar al nivel de la profundidad
0-20cm, se observa que no hay diferencias
significativas entre los rastrojos y pastizales,
pero que si existen diferencias entre pasti-
zales y bosques, asi como entre rastrojos y
bosques (P<0.05). Igualmente, se encontraron

diferencias significativas al comparar las UFC
entre los diferentes sitios bajo bosque y rastro-
jo a las dos profundidades (0-20 y 20-30cm.)
(P<0.05). Para los pastizales no se observo
diferencias significativas entre las profundi-
dades de 0-20 y 20-30cm de profundidad
(P>0.05).

En general para las tres coberturas, al igual
que para casi todos los sitios de muestreo el
mayor promedio de abundancia de actinomice-
tos se encontrd en la profundidad de muestreo
(0-20cm), siendo mayores los promedios de
abundancia reportados en los diferentes sitios
de la cobertura bosque (Cuadro 4), lo cual se
corrobora con lo mencionado anteriormente
sobre los resultados de abundancia total.

Identificacion de morfotipos de Actino-
micetos: Con base en las caracteristicas macro
y microscopicas de cada una de las colonias,
se identificaron 16 morfotipos de actinomice-
tos, siguiendo las descripciones morfoldgicas
respectivas de Goodfellow & Williams (1983).
Macroscdpicamente, las colonias se caracteri-
zaron por un crecimiento de filamentoso a cir-
cular, superficie opaca, consistencia compacta,

CUADRO 4
Abundancia de actinomicetos en los sitios de muestreo bajo dos profundidades

TABLE 4
Abundance of actynomicetes in the sampling sites under two different profundities

Cobertura Sitio de muestreo Abundancia x 10* (0-20 cm) Abundancia x 10* (20-30cm)
BI 1.09 + 0.59 0.79 £ 0.29
BII 1.6 £0.29 0.26 +0.23
Bosque BIII 0.41 +£0.03 0.16 £ 0.04
BIV 1.71 +£0.24 0.89 +£0.62
BV 2.81+048 0.46 £ 0.35
PI 0.41+0.17 0.13 +0.07
PII 2.18 +0.62 0.49 +£0.43
Pastizal PIII 0.89 + 1.04 0.47 +£0.25
PIV 0.65 £0.05 0.78 + 0.66
PV 1.09 £ 0.37 0.78 £0.52
RI 1.68 +0.49 0.61 +0.24
RII 0.87 +£0.13 0.24 £0.13
Rastrojo RIIT 0.71 £ 0.26 0.23 +0.19
RIV 0.61 +0.20 0.08 = 0.02
RV 0.66 + 0.53 0.29 +0.26
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diametro entre 0.5-5mm y por la produccion de
exopigmentos difusibles al medio. Estos mor-
fotipos se agruparon en 6 géneros: Streptomy-
ces (morfotipos 1, 3, 4, 5, 11 y 15), Nocardia
(morfotipos 2, 2a, 8 y 9), Agromyces (morfo-
tipos 6, 7'y 12), Nocardiopsis (morfotipo 10),
Microbispora (morfotipo 13) y Sacharomonos-
pora (morfotipo 14). Streptomyces fue el mas
representativo con 6 morfotipos, siguiéndole en
importancia Nocardia con 4, Agromyces con 3,
Nocardiopsis, Microbispora y Sacharomonos-
pora, estos tres ultimos representados cada uno
por un solo morfotipo.

Diversidad fenotipica de actinomicetos
en las tres coberturas vegetales analizadas:
Se realizdé un analisis de varianza (ANOVA)
para determinar una posible heterogeneidad de
los indices ecoldgicos aplicados para cuantifi-
car la diversidad fenotipica de los actinomice-
tos estudiados. No se observaron diferencias
significativas, entre las tres coberturas mues-
treadas para ninguno de los indices obtenidos
(indice de Shannon: F=2.66, 2 gdl, p=0.1105;
indice de Hill: F=2.73, 2 gdl, p=0.1053; indice
de Margalef: F=1.71, 2 gdl, p=0.222; indice de

oL

BI BI Bl BV BV Pl Pl

Pl PV PV RI RI RIl

Simpson: F=1.68, 2 gdl, p=0.2266). Como ten-
dencia general se observd que la cobertura con
mayor riqueza en cuanto al nimero de morfo-
tipos fue el bosque, seguida por el rastrojo y el
pastizal (Fig. 3).

Asimismo, al interior de los bosques se
observo que el sitio BV fue el que reportd
un indice de Shannon mads elevado, al igual
que una riqueza mayor. Respecto a los pasti-
zales, los sitios PII y PV presentaron valores
similares de riqueza, diversidad, dominancia
y equitatividad, siendo estos mismos sitios
los que reportaron mayores abundancias de la
comunidad. En cuanto a los rastrojos, los sitios
RI y RII reportaron valores similares con una
riqueza alta pero con indices de dominancia
ligeramente menores (Fig. 3).

Relacion de las caracteristicas fisico-
quimicas del suelo con la abundancia de
actinomicetos: Se realiz6 un analisis canoni-
co de correspondencia (ACC) para relacionar
directamente la composicion de la comunidad
de actinomicetos con las variables ambientales
estimadas. En la Fig. 4, se observa que los
vectores correspondientes a las bases (calcio,

RV RV

| [ Simpson [ Shannon [ Margalef M Equitatibidad

Fig. 3. Indices de diversidad fenotipica para cada uno de los sitios de muestreo.

Fig. 3. Phenotype diversity indexes for each one of the places sampled.
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Gréfico dual de coberturas y propiedades edéficas
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Fig. 4. Representacion del analisis canonico de correspondencias que correlaciona las coberturas y las propiedades fisico-

quimicas de los suelos en el sur del trapecio amazonico.

Fig. 4. Correspondence canonic analysis which correlated the vegetation covers and the physical-chemistry soils properties

at the Southern Colombian Amazon.

magnesio, potasio), el porcentaje de saturacion
de bases, la capacidad de intercambio catidénico
y los contenidos de arcilla se ubicaron hacia
el sector donde estan los suelos bajo bosque,
siendo éstos los que presentaron mas elevadas
correlaciones con estas variables.

Por el contrario, la mayoria de los suelos
bajo pastizal presentaron menores valores para
estas variables asociadas a la fertilidad. En
cuanto a los rastrojos, se observa que se orde-
nan muy cercanos entre si y por la posicion de
los vectores respecto a los sitios I, II, IV y V,
se podria concluir que presentan valores inter-
medios para muchas variables fisico-quimicas
consideradas. La posicion de los sitios (PIII y
RIIT) en las coberturas pastizal y rastrojo sugie-
re que el lugar de muestreo I1I es el mas disimil
de todas las localidades en las que se realizaron
los muestreos.

1128

El ordenamiento de la Fig. 5 muestra la
relacion entre los morfotipos de actinomicetos
y las variables fisico-quimicas del suelo. Para
la mayoria de los morfotipos, su abundancia
estuvo directamente relacionada con las mejo-
res condiciones de fertilidad. Este es el caso
de los morfotipos 1, 2, 2a, 7, 12, 13, 14 y 15,
donde sus poblaciones se podrian estar favo-
reciendo en la medida en que son mayores los
valores de magnesio, porcentaje de saturacion
de bases, calcio, la capacidad de intercambio
cationico, el potasio e, incluso, los porcentajes
de arcilla.

Resulta muy interesante el caso de los
organismos que presentan altos numero de
unidades formadoras de colonias en condicio-
nes que aparentemente son limitantes para el
desarrollo de muchos organismos en general.
Esta situacion se observa en la Fig. 6 en donde
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Fig. 5. Representacion del analisis candnico de correspondencias que correlaciona los morfotipos de actinomicetos para
diferentes coberturas y propiedades fisico-quimicas en la amazonia colombiana.

Fig. 5. Correspondence canonic analysis which correlated the actynomicete morphotypes for different vegetation covers and
the physical-chemistry properties at the Southern Colombian Amazon.

el nimero de propagulos de los morfotipos 5 y
9 es alto, no obstante estan presentes en sitios
de menor fertilidad.

Dentro del conjunto de suelos muestreados
y ordenados por ACC (Fig. 5), estas particulari-
dades edaficas se observan en suelos bajo pas-
tizales. Estos dos morfotipos parecen tener una
mejor expresion fenotipica en suelos cubiertos
por pastizales. Seria interesante conocer qué
caracteristicas particulares presentan éstos dos
aislamientos que les permiten desarrollarse
bajos éstas condiciones. En la Fig. 5 se observa
que la mayoria de morfotipos se agrupan en el
plano donde se encuentran mejores condiciones
de fertilidad, mientras que al observar la Fig. 4,
los bosques fueron los que reportaron los mejo-
res valores para estas variables fisico-quimicas
albergando la mayor riqueza en cuanto a nume-
ro de morfotipos diferentes de actinomicetos.
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Diversidad genética de actinomicetos en
suelos amazonicos bajo tres diferentes cober-
turas: Se extrajo ADN genomico de cada uno
de los 16 morfotipos encontrados, a partir de
micelio o esporas. Con el protocolo de micro-
extraccion se obtuvo ADN sucio y degradado,
el cual para algunos aislamientos, no permitio
la amplificacion exitosa del gen 16S ADNr.
Unicamente con la aplicacion de pasos adicio-
nales de limpieza, se logro la amplificacion.
Se obtuvo una mayor concentracion de ADN
en las extracciones a partir de micelio que de
esporas y, a pesar de obtener concentraciones
tan bajas para casi todos los morfotipos, éstas
fueron suficientes para las reacciones de ampli-
ficacion por PCR.

Los cebadores F243 (“forward”) y R513
GC (“reverse”) utilizados para la amplificacion
del gen 16S ADNr en cada uno de los morfo-
tipos, permitieron la obtencion de una banda
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M1-  Bosque, Pastizal y Rastrojo (repeticiones |-V)
M15- Bosque y Pastizal (repeticiones I-V)

_: M13- Bosque (repeticiones I-V)

M14- Bosque (repeticiones I-V)
Bosque, Pastizal y Rastrojo (repeticiones I-V)

Bosque, Pastizal y Rastrojo (repeticiones I-V)
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M10- Bosque, Pastizal y Rastrojo (repeticiones I-V)
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—_— M9-  Pastizal y Rastrojo (repeticiones I-V)
M8-  Bosque, Pastizal y Rastrojo (repeticiones I-V)
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Fig. 6. Relaciones genéticas entre los 16 morfotipos de actinomicetos encontrados en suelos bajo tres coberturas diferentes
y repeticiones en la amazonia colombiana basados en perfiles de ARDRA con 7 enzimas de restriccion.

Fig. 6. Genetic relationships between 16 actynomicete morphotypes found in soils under three different vegetation covers
and repetitions at the Southern Colombian Amazon based on ARDRA profiles by using 7 restriction enzymes.

especifica que correspondi6 al fragmento espe-
rado de 302 pb (Heuer ef al. 1997).

Inicialmente el amplificado de 302 pb fue
digerido con 8 enzimas de restriccion, generan-
dose diferentes patrones para 7 de las 8 enzi-
mas. Con la enzima Aval, no se encontrd sitio
de restriccion en ninguno de los morfotipos
estudiados (Cuadro 5).

Como se observa en la Cuadro 5, las enzi-
mas que mejor discriminaron los morfotipos
fueron Hhal y Alul. Adicionalmente, la enzima
Haelll aportd buena informacion al posibilitar
el analisis de seis bandas, cuatro de las cuales
fueron polimorficas. Asimismo, por calidad de
bandas observada, la enzima Hhal fue la de
mejor comportamiento.

Se construyé una matriz de presencia-
ausencia considerando simultaneamente los
resultados de todas las enzimas y agrupando los
aislamientos de actinomicetos segun su seme-
janza genética. Se gener6 un dendograma a
partir de los patrones de ARDRA con los datos
de todas las enzimas de restriccion usando el

coeficiente de Dice y el algoritmo de agrupa-
miento UPGMA (Fig. 6). Se observo de manera
general que todos los morfotipos fueron simi-
lares a partir de un coeficiente de Dice de 0.80.
Sin embargo, el morfotipo 5 se uni6 al resto de
los morfotipos a 0.74, siendo el mas disimil de
todos los morfotipos encontrados.

DISCUSION

La mayor abundancia de actinomicetos en
los suelos de bosque puede relacionarse con la
diversidad estructural de la poblacion vegetal
que caracteriza a este ecosistema. La informa-
cion de campo (datos no mostrados) registrada
para la cobertura de bosque mostrd una alta
diversidad de especies vegetales, siendo un
indicativo de la variedad de sustratos ofrecidos
para la actividad de muchos microorganismos
en general, entre ellos los actinomicetos. Tors-
vik et al. (1996) mencionaron que la alta varia-
bilidad de micro-habitats genera una mayor
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CUADRO 5
Resultados principales de las enzimas de restriccion utilizadas en la caracterizacion de los morfotipos de actinomicetos

TABLE 5
Main results of the restriction enzyme analysis applied to the characterization of the actynomicetes morphotypes found

Enzima de N° de Rango de
restriccion fragmentos peso (pb)
Mspl 10 20-295
Hinfl 3 114-286
Hhal 8 40-299
Haelll 6 27-297
Alul 2 277-297
Rsal 3 52-297
Tagl 2 281-320

abundancia de poblaciones microbianas y esta
variabilidad puede ligarse directamente con la
estructura de la vegetacion; ademas, las carac-
teristicas rizosféricas del suelo determinadas
en gran medida por la cobertura permiten una
acumulacion alta y permanente de residuos
vegetales a ser descompuestos por este grupo
especializado de microorganismos. Todo ello
ayuda a entender porqué la cobertura de bosque
es la que posee la mayor abundancia de actino-
micetos en el sur de la Amazonia colombiana.
Los resultados obtenidos muestran como los
procesos de destruccion del bosque amazonico,
y su transformacion en pastizales o rastrojos,
reducen la abundancia de actinomicetos de
los suelos amazonicos y, por lo tanto, su bio-
diversidad microbiana.

Segun la informacioén de campo, en el sitio
de muestreo BV en la cobertura de bosque que
fue donde se determind el valor promedio mas
elevado de abundancia de actinomicetos (Cua-
dro 1), se presentd la mayor capa de horizonte
organico y hojarasca (7.5 y 8cm, respectiva-
mente) proveniente de troncos descompuestos;
igualmente, se observo alta presencia de macro-
fauna y presencia de manto hifal.

La descomposicion de hojarasca, al con-
vertir los residuos vegetales en elementos
esenciales, contribuye a una distribucion equi-
librada de nutrientes en los ecosistemas natu-
rales (Bragazza et al. 2007). Pandey et al.

N° de bandas % de bandas Bandas
polimorficas polimorficas unicas

6 60 1

0 0 -

8 100 -

4 66.6 -

2 100 -

1 333 -

1 50 -

(2007) determinaron que la produccion de
hojarasca y su descomposicion proporcionan la
principal entrada de materia organica al suelo,
regulando el ciclo de nutrientes en el bosque.
La descomposicion de los detritos organi-
cos proporciona el 70-90% de los nutrientes
anuales que necesita el bosque para crecer y
sostener una gran diversidad de poblaciones
microbianas, entre éstas la de actinomice-
tos. La presencia de macrofauna en este sitio
de muestreo (BV) estaria relacionada con la
degradacion de la materia orgéanica, debido a
que estos macroorganismos descomponen los
compuestos organicos a formas mas simples,
para que éstos, a su vez, sean mineralizados
por una amplia variedad de microorganismos;
actividad que estimularia indirectamente la
abundancia y actividad de actinomicetos si se
tiene en cuenta que también es funcion de estos
microorganismos la mineralizacion del carbo-
no y el nitrogeno en los primeros estados de
descomposicion de la materia organica (Sylvia
et al. 1998). Todo ello aboga a favor del hecho
que los bosques amazoénicos primarios deben
ser aquellos que posean una mayor abundancia
de actinomicetos en sus suelos y que los proce-
sos de intervencion humana tienden a disminuir
esa abundancia y diversidad.

Aunque no se encontraron diferencias sig-
nificativas respecto a la abundancia de la comu-
nidad entre las coberturas pastizal y rastrojo,
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para una buena parte de los analisis estadisticos
llevados a cabo, los conteos relativamente
mayores en suelos bajo pastizal pueden deberse
a que las pasturas son aparentemente un tipo
de cobertura vegetal muy homogéneo, que, en
algunos casos, podria contribuir con una mayor
disponibilidad de recursos y condiciones que
favorecen el crecimiento de grupos particulares
de organismos. Rao et al. (1998) mencionan que
los pastos poseen carbohidratos como celulosa,
hemicelulosa y compuestos aromaticos, como
lignina, cuya digestion total depende de la
actividad enzimatica de los microorganismos,
entre éstos los actinomicetos. Adicionalmente,
para el establecimiento de estos pastizales se
realizaron practicas como incorporacién de
abonos organicos, labranza minima, asociacion
con leguminosas, entre otros, que pueden haber
contribuido a mejorar caracteristicas del suelo
como porosidad, aireacion y fertilidad, favore-
ciendo el establecimiento de actinomicetos.

Asimismo, al interior de los pastizales
también se encontraron diferencias (Cuadro
2); de acuerdo con las observaciones de campo
(datos no se mostrados) se encontrdé una alta
presencia de lombrices en el lugar de mues-
treo PII (pastizal de la réplica II), lo que hace
pensar que estén ejerciendo un efecto positivo
sobre la abundancia y actividad microbiana;
ésta estimulacion puede deberse a la utilizacion
microbiana de sustancias nutritivas adicionales
(productos de secrecion y excrecion) especial-
mente compuestos carbonados necesarios para
su crecimiento y actividad (Binet ef al. 1998).
De igual forma, en el sitio PII se observo una
asociacion del pasto con frijolillo (leguminosa
rastrera). Esta documentado, el efecto positivo
que ejercen las leguminosas sobre la fijacion
del nitrégeno debido a su asociacion con bacte-
rias de la familia Rhizobiaceae, lo que las con-
vierte en un vehiculo importante para mejorar
la fertilidad de los suelos. Esta capacidad de
fijar nitrégeno, puede estar favoreciendo el cre-
cimiento de actinomicetos, ya que este grupo
desempefia un papel importante en la nitrifica-
cion a pH bajos (Sylvia et al. 1998).

Respecto a la cobertura rastrojo la abun-
dancia mas baja de actinomicetos puede

relacionarse con procesos de sucesion en la
vegetacion, posteriores a la tumba, tala y
quema de bosques, los cuales ocasionan modi-
ficaciones en las comunidades biologicas de un
ecosistema. Considerando la influencia de la
vegetacion sobre la formacion y estructura del
suelo, ésta puede estar alterando las comunida-
des edaficas nativas.

Sommer et al. (2000) reportan que uno
de los principales recursos para el crecimiento
vegetal es la reserva de carbon en el suelo. La
transformacion del bosque para su uso agricola
lleva a una pérdida substancial de la reserva
de carbon y de la biomasa en general. Segun
resultados obtenidos en suelos de la Amazonia
occidental de Brasil, los contenidos de carbdn
organico soluble (SOC) después de 1-3 afios de
barbecho, siguen siendo marcadamente bajos y
se necesitarian entre 12-45 afios de desarrollo
de la vegetacion secundaria para que sus conte-
nidos se aproximen a los del bosque primario.
Lo anterior hace pensar que los suelos bajo
rastrojo no hayan alcanzado una buena reserva
de carbdn debido a que la mayoria de ellos solo
se encuentran entre los 5 y 8 aflos de sucesion
vegetal (datos no se muestran). El carbon que
se esta generando por descomposicion de la
hojarasca esta siendo consumido rapidamente
por plantas pioneras para su crecimiento y
colonizacion. Igualmente la mayoria de las
plantas presentes en esta cobertura se encuen-
tran en un estado fisiologico vegetativo que las
hace vulnerables al ataque por poblaciones de
meso y macrofauna (afidos, acaros, arafias, hor-
migas, termitas, entre otros) quienes consumen
los exudados y secreciones ricos en nutrientes
presentes en los meristemos apicales (brotes y
rebrotes); como consecuencia de esta actividad
una gran parte de esta reserva esta siendo con-
sumida en la filosfera antes de llegar al suclo y
favorecer la actividad de los actinomicetos.

En el caso de la cobertura de rastrojo, el
sitio RI fue el que presentd mayor abundancia
de actinomicetos (Cuadro 3). La informacion
tomada en campo registré que durante la prepa-
racion del terreno para el establecimiento de la
chagra, de la cual proviene dicho rastrojo, no se
realizé quema, solamente se tumb¢ el bosque,
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se socold y se amontond el material vegetal. Es
posible que el hecho de no haber quemado el
terreno haya favorecido el mantenimiento de
las poblaciones microbianas residentes en este
caso, en particular, a la comunidad de actino-
micetos. El fuego se ha considerado como un
disturbio importante que interrumpe la estruc-
tura de un ecosistema, la disponibilidad de sus-
tratos y el medio ambiente fisico, influyendo
significativamente en la abundancia, actividad
y diversidad de las comunidades (Molles &
Manuel 2002).

La abundancia y composicion de actino-
micetos también fue evaluada bajos dos pro-
fundidades de muestreo. Se observan mayores
recuentos en la profundidad de 0-20 cm. La
determinacion de una mayor abundancia de
actinomicetos en la profundidad de muestreo
menor corrobora lo citado por varios estudios
tales como Sylvia et al. (1998) y Campbell
(1987), quienes afirmaron que la mayor acti-
vidad microbiana se concentra en los primeros
centimetros del suelo en donde las raices de las
plantas producen exudados ricos en nutrientes
organicos como azucares, aminoacidos, acidos
organicos, entre otros, que son muy importan-
tes para el desarrollo de los microorganismos.

Respecto a la caracterizacion macro y
microscopica de morfotipos, se encontr6 que el
género Streptomyces fue el mas predominante
en los suelos bajo las tres coberturas y las dos
profundidades evaluadas. Este género es uno
de los mejor reconocidos del orden completo
de Actinomycetales debido a su amplia distri-
bucioén en la naturaleza, especialmente en el
suelo y por que alberga a un gran numero de
los productores mas importantes de antibidticos
y otros metabolitos secundarios (Wendisch &
Kutzner 1986). Las colonias se caracterizaron
por presentar diferentes coloraciones tanto del
micelio aéreo como del vegetativo, pasan-
do de amarillo, blanco, crema, rosado hasta
terracota-rojizo. Todas formaron micelio aéreo
y pigmentos que con periodos prolongados de
incubacion le dieron el color caracteristico a las
colonias maduras. El nimero y distribucion de
morfotipos determinados en el presente trabajo
concuerdan con lo descrito por Goodfellow &

Williams (1983) y Xu et al. (1996), quienes
reportaron que, en la mayoria de estudios con
actinomicetos del suelo, se han aislado cerca
de 20 géneros, siendo los Streptomyces los mas
numerosos, representativos y dominantes den-
tro de la comunidad.

En cuanto al numero de morfotipos de
actinomicetos diferentes, medida adicional de
diversidad, se observo que la cobertura con
mayor riqueza respecto al numero de mor-
fotipos fue bosque (16), seguida por rastrojo
(14) y por pasto (11). Los morfotipos 1, 3, 4
y 5, identificados como miembros del género
Streptomyces, fueron los mas abundantes en
las tres coberturas y en las dos profundidades
muestreadas.

Sin embargo, se observo que las coberturas
rastrojo y pastizal reportaron valores altos de
dominancia en comparacion con los bosques.
Este aumento puede relacionarse con una dis-
minucion en la equitatividad de la distribucion
de las abundancias de los morfotipos de actino-
micetos y con la aparicion de grupos ecologi-
camente dominantes, capaces de aprovechar un
recurso particular. Lo anterior fue mas evidente
en los pastizales que en los rastrojos, pues,
si bien éstos uUltimos registraron los menores
valores de abundancia total para la comunidad,
reportaron mayores valores de riqueza, compa-
rable con los bosques.

Estos resultados coinciden con lo repor-
tado en la literatura seglin lo cual se presenta
una disminucion de la diversidad relacionada
con los procesos de perturbacion. Torsvik et
al. (1996) mencionan que las modificaciones
en la vegetacion natural, asi como el manejo
de cultivos, inducen a una sucesidén ¢ ines-
tabilidad de las poblaciones microbianas. Al
igual que en la vegetacion, las etapas primarias
de sucesion de las comunidades microbianas
estarian caracterizadas por la dominancia de
unos pocos organismos y una baja diversidad.
Comparativamente, las comunidades maduras
se caracterizan por una mayor diversidad,
generada por la equitatividad de los diferentes
grupos presentes.

Es importante destacar que la variacion
de los indices de diversidad y la abundancia
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total de la comunidad de actinomicetos entre
los diferentes sitios de muestreo (replicas I-V)
muestra el efecto de las condiciones o carac-
teristicas particulares de las tres coberturas.
Variables como el espesor del horizonte orga-
nico, capa de hojarasca, presencia de meso y
macrofauna, problemas de drenaje y estructura
de la vegetacion entre otras, pueden influir
sobre las diferencias observadas al interior de
cada cobertura.

Caracterizacion molecular ARDRA

En la caracterizacion molecular mediante el
analisis de ARDRA de la comunidad cultivable
de actinomicetos, se observo que de las 7 enzi-
mas de restriccion utilizadas, la enzima Hha 1
fue la de mejor comportamiento, y junto con la
enzima Alu 1, la que generd el mayor nimero
de bandas polimoérficas Asimismo, la enzima
Haelll aporté buena informacion al posibilitar
el analisis de 6 bandas, 4 de las cuales fueron
polimorficas (Cuadro 5). Estos resultados con-
cuerdan con lo encontrado por Sessitsch et al.
(2002), quienes determinaron en un analisis de
T-RFLP en suelos rizosféricos de papa, que las
enzimas de restriccion Hhal y Haelll fueron las
que produjeron altos niimeros de patrones de
restriccion en las muestras evaluadas.

Respecto a la enzima Mspl fue la Unica
que gener6 una banda cuya presencia discri-
miné el morfotipo 6. Por otro lado, la enzima
Hinfl no permitio la discriminacioén de ninguno
de los aislamientos pues generd solo bandas
monomorficas, sugiriendo la presencia de sitios
altamente conservados para todos los morfoti-
pos evaluados. Estos resultados son contrarios
a lo encontrado por Corredor (2000), quién
determiné que la enzima Hinfl fue la que gene-
r6 mayor numero de patrones diferentes para
los aislamientos obtenidos, logrando separar
los géneros Microbispora 'y Streptosporangium
de los morfotipos correspondientes al género
Streptomyces. Los resultados encontrados en
la presente investigacion podrian indicar que
los morfotipos presentes en suelos amazonicos
constituyen grupos diferentes a los reportados
en suelos de la franja cafetera del Quindio.

En los andlisis canonico de corresponden-
cia, en los cuales se relaciond la abundancia
(UFC/g) para cada uno de los morfotipos con
algunos parametros fisico-quimicos del suelo
(Fig. 5), se observo que el morfotipo 5, iden-
tificado como Streptomyces sp. 4, fue el que
reportd mayor niamero de propagulos en suelos
bajo la cobertura pasto en condiciones aparen-
temente limitantes para el desarrollo de muchos
microorganismos, en general, como fueron
contenidos altos de arena, saturacion toxica por
aluminio y fosforo inorganico unido al hierro,
caracteristicas que disminuyen el aporte de
nutrientes al suelo. Lo anterior podria sugerir
que ciertos rasgos genéticos le estén confi-
riendo a este morfotipo algunas caracteristicas
especiales para su adaptacion y crecimiento
activo bajo estas condiciones.

Weidner et al. (1996) analizaron comu-
nidades microbianas asociadas a pastizales
(Halophila stipulacea) por T-RFLP postulando
que valores de semejanza superiores al 95%
entre morfotipos permite agruparlos dentro del
mismo biotipo. Considerando como criterio
de identidad este porcentaje, la semejanza del
98% entre los morfotipos M1 y M15, ambos
asignados por sus caracteristicas microscopi-
cas como miembros del género Streptomyces,
permite asignarlos a un mismo biotipo, a pesar
que, microscdpicamente, mostraron diferencias
en caracteristicas como el color del micelio
aereo y del sustrato, forma, consistencia y pro-
duccidn de exopigmentos.

Es posible que las condiciones selectivas
impuestas por el medio de cultivo (AA), hayan
influenciado la expresion de esas caracteristicas
macroscopicas en cada aislamiento. Wendisch
& Kutzner (1986) determinaron que la com-
posicion del medio tiene una fuerte influencia
sobre el color del micelio aéreo debido a que
el pigmento producido por el micelio del sus-
trato puede difundirse dentro de la hifa aérea y
modificar su color verdadero. A diferencia de
los resultados obtenidos con los morfotipos 1
y 15, los andlisis de ARDRA fueron suficien-
tes para separar morfotipos dentro del mismo
género, cada una por un unico patrén. Es decir,
se logro la diferenciacion entre los morfotipos
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3, 5 y 11 asignados por sus caracteristicas
macro y microscopicas como Streptomyces,
siendo el morfotipo 3 el mas disimil.

Igualmente en la Fig. 6, se observo que los
morfotipos 2 y 2a identificados como miembros
del género Nocardia spl y sp 2, respectivamen-
te, se encuentran agrupados con una semejanza
del 87%. Estos dos morfotipos macroscopi-
camente divergieron en pocas caracteristicas,
por lo que, inicialmente, se agruparon como
un mismo morfotipo. Sin embargo, con pro-
cedimientos de incubacion prolongados, estos
aislamientos empezaron a presentar rasgos
diferentes en sus caracteristicas macroscopicas,
pero no microscopicamente. Si se considera el
porcentaje de similitud superior al 95% como
referente de pertenencia a un mismo biotipo,
los morfotipos 2 y 2a corresponderian a bioti-
pos diferentes y estas diferencias moleculares
estarian relacionadas con los diferentes opero-
nes del gen ADNr dentro de cada uno.

Asimismo, los morfotipos 8 y 9 identifica-
dos, como pertenecientes al género Nocardia,
también pueden considerarse como biotipos
diferentes, pues se relacionan el uno con el otro
en una semejanza del 87%, aproximadamente.
Algo similar se observa con los morfotipos 6
y 7 asignados como Agromyces, que presentan
una semejanza del 92%.

Los morfotipos 4 y 10 identificados como
miembros de los géneros Streptomyces y Nocar-
diopsis, respectivamente, se agruparon a un nivel
de semejanza del 96 %, indicando posiblemente
que representan el mismo biotipo. Respecto a
las caracteristicas macroscdpicas, estos morfo-
tipos fueron bastante diferentes. Sin embargo,
microscopicamente la ausencia de estructuras
como cadenas de esporas y bucles en el morfo-
tipo 10 no permiti6 asignarlo como un miembro
del género Streptomyces. Kroppenstedt (1986),
menciona que existe un alto grado de sobrela-
pamiento morfoldgico entre taxas filogenéti-
camente relacionados como son Nocardiopsis,
Streptomyces 'y Nocardia, los cuales compar-
ten semejanzas en sus estructuras morfologicas
como son: conidias o artrosporas producidas
sobre el micelio aéreo. Estos mismos autores
mencionan que en estudios sobre secuenciacion

del gen 16S RNAr, Nocardiopsis ocupa una
posicion filogenética entre Microtetraspora 'y
Streptomyces llevando a la asignacion equivoca-
da de muchos miembros de Streptomyces como
pertenecientes a Nocardiopsis.

Los géneros Microbispora y Sacharomo-
nospora, cada uno representado por un solo
morfotipo (13 y 14, respectivamente) se rela-
cionaron muy cercanamente con una semejanza
del 94%. Estos géneros reportaron sus mayores
abundancias en bosque, seguida de rastrojo y
sin ninguna presencia en pastizales. Es posi-
ble que estas coberturas estén proporcionando
elementos comunes como sustratos nutritivos o
la capacidad para explotar recursos similares,
confiriéndoles ciertas caracteristicas que per-
mitan su agrupamiento a nivel molecular.

Se realiz6 una blsqueda en la base de
datos NCBI (National Centre for Biothecno-
logy Information) de las secuencias para los
genes 16S ribosomales mdas representativas
por especies dentro de los 6 géneros de acti-
nomicetos encontrados, llevando a cabo una
simulacion del alincamiento de los cebadores
(F243 y R513GC) con las secuencias seleccio-
nadas por medio del programa primer 3 y una
simulacion de la restriccion con las enzimas
(Hinfl, Hhal, Haelll, Alul, Rsal y Taql) con el
programa redbase.

Para el caso del género Streptomyces, se
seleccionaron las secuencias de las especies S.
coelicolory S. albus; para el género Nocardia,
la secuencia de N. pseudobrasilensis; para el
género Agromyces, la secuencia de la especie
A. fucozus y para los géneros Sacharomonos-
poray Microbispora las secuencias de las espe-
cies S. glauca y M. rosea, respectivamente.

La presencia de bandas comunes en el
patron obtenido mediante el corte con las
enzimas Hinfl, Haelll, Rsal y Tagl en el pre-
sente estudio sugieren la presencia de sitios de
restriccion conservados para todos los géneros
de actinomicetos evaluados. La simulacién de
corte sobre las secuencias seleccionadas en
la base de datos con estas enzimas, mostro la
presencia de dos bandas comunes de 176y 112
pb con Hinfl, 85 y 61pb con Haelll, 299 pb con
Rsal'y 280 pb con Tagl.
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Estos fragmentos tienen pesos bastante
aproximados a los patrones comunes obser-
vados en los analisis de restriccion con todos
los aislamientos (Cuadro 5). Es importante
mencionar que en los ensayos de restriccion
realizados con la enzima Aval, no se encontrd
sitio de restriccion para ninguno de los 16
morfotipos evaluados, mientras que en los
ensayos de simulacion, la mayoria de especies
reportaron uno y dos patrones. Sin embargo,
los patrones esperados y los obtenidos permi-
ten suponer que los aislamientos reportados
en el presente estudio, no corresponden con
especies actualmente reportadas en las bases
de datos, de modo que podria pensarse que los
actinomicetos encontrados en suelos del Sur
del Trapecio constituyen una fuente de nuevas
especies.

Zhou et al. (2002) menciona que la mayo-
ria de secuencias de las especies bacterianas
cultivadas que se encuentran registradas en
las bases de datos, no son fiel representa-
cion de la diversidad total microbiana de un
ambiente dado; por lo tanto, la comprension
de su diversidad genética estaria condicionada
por la necesidad de aislar cultivos puros de
microorganismos. Sin embargo, aun dentro
de la fraccion cultivable de bacterias obtener
microorganismos que sean representativos de
la diversidad existente puede ser dificil como
resultado del sesgo inherente a la metodologia
de aislamiento.

De acuerdo a todo lo anterior se puede
decir que la region amplificada de 302 pb esta
bastante conservada en todos los morfotipos y
que la presencia de regiones variables no pudo
ser evidenciada del todo con las enzimas de
restriccion utilizadas. Sin embargo, es necesa-
rio precisar que para la mayoria de las enzimas
no se presentd una correspondencia del 100%
entre los patrones esperados (a partir de los
ensayos de simulacion en las bases de datos
NCBI) y los patrones generados en los analisis
de ARDRA, haciendo imposible su identifica-
cion a nivel de especie.

Una posible explicacion para estos hallaz-
gos seria la variacion entre las secuencias de los
diferentes operones de los genes ribosomales

en un mismo organismo, llevando a la modi-
ficacion de los patrones de ARDRA. Giirtler
& Stanisich (1996) reportan que la mayoria de
especies gram positivas y negativas estudiadas
portan copias multiples del operon RNAr, y en
muchas especies este nimero puede ser mayor
a 10, generando cambios en los patrones de res-
triccion esperados. Igualmente podria suceder
que las presiones selectivas del medio de culti-
vo conlleven a una acumulacién de mutaciones
seleccionadas negativamente en la naturaleza
que modifiquen los patrones de restriccion
esperados. Ueda et al. (1999) sugieren dos
mecanismos causantes de heterogeneidad de
los genes 16S rRNA dentro de un mismo orga-
nismo: sustitucion de bases durante la replica-
cién del ADN y mecanismos de transferencia
horizontal de genes mediados por plasmidos
conjugativos, durante procesos evolutivos del
genoma.

Sea como fuere, este es un primer estudio
que muestra la extraordinaria importancia de
la aplicacion de diversos tipos de herramientas
analiticas, incluyendo las moleculares, para el
estudio de la composicion y la dinamica de
microorganismos en suelos amazonicos.
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RESUMEN

Los actinomicetos son importantes en la sostenibili-
dad de sistemas naturales. Su diversidad fue evaluada en
suelos de bosque, pastizal y rastrojo, y dos profundidades
en el Sur del Trapecio Amazoénico Colombiano. Se analiza-
ron suelos de cinco repeticiones por cobertura para un total
de 15 unidades. Se tomaron seis muestras en cada unidad
y dos profundidades, para un total de 30. Los actinomice-
tos cultivables se determinaron por recuento en placa, se
extrajo ADN, se amplifico el gen ADNr 16s y su diversidad
genética se estimo por ARDRA. Hubo diferencias de abun-
dancia entre coberturas y profundidades, relacionadas con

1136 Rev. Biol. Trop. (Int. J. Trop. Biol. ISSN-0034-7744) Vol. 57 (4): 1119-1139, December 2009



la vegetacion, presencia de lombrices, macrofauna, altos
niveles de materia organica, y bases totales. Se obtuvieron
valores de diversidad fenotipica similares para las tres
coberturas, pero los bosques son mas diversos. Se identi-
ficaron 16 morfotipos, agrupados en séis géneros, siendo
Streptomyces el mas abundante. La heterogeneidad de los
patrones ARDRA no permitié la asignacion de especies,
reflejandose variaciones en las secuencias de diferentes
operones ADNr 16s en un mismo organismo. Las pertur-
baciones en la cobertura influyen sobre los actinomicetos,
generando cambios en su abundancia y diversidad. Su
importancia ecologica permite proponerlos como indicado-
res biologicos de alteracion del paisaje.

Palabras claves: actinomicetos, bosque, pastizal, rastrojo,
gen ADNr 16S, ARDRA, diversidad fenotipica y genetica,
Amazonia colombiana.
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