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RESUMEN.- La lombriz de tierra, Eisenia foetida, es hospedero de numerosos microorganismos
simbiontes, muchos de los cuales han sido identificados recientemente, asi como se ha descrito su
actividad enzimatica. Estos microorganismos suelen presentar actividad enzimatica de diferente
tipo. Algunos podrian presentar interés industrial por sus potenciales aplicaciones. En el presente
trabajo, se eligi6 identificar aquellos microorganismos que tienen actividad endo-f-1,4-glucanasa,
y evaluar dicha actividad por el método de los azlicares reductores de Nelson-Somogyi. Dichos
azucares reductores fueron liberados después de la incubacion de las bacterias con la solucion de
carboximetilcelulosa (CMC). Las colonias aisladas de interés fueron cultivadas en Plate Count
Agar, PCA (Difco), y su identificacion se llevé a cabo mediante el analisis de la region 16SDNAr.
Comparando los resultados con la base de datos NCBI, se encontr6 que las especies productoras
de la actividad endo-f3-1,4-glucanasa fueron: Burkholderia fhytofirmans, Bacillus amyloliquefa-
ciens, Bacillus licheniformis, y Acidovorax delafieldii. Los aislamientos produjeron un porcentaje
de degradacion interesante en relacion al control positivo empleado. Se presentan comparaciones
de la degradacion causada por las diferentes colonias aisladas.

PALABRAS CLAVE: Endo-B-1,4-glucanasa, enzimas, lombriz de tierra, microbiota, 16SDNAr.

ABSTRACT.- The earth worm, Eisenia foetida, is host for numerous symbiotic microorganisms,
many of which have been recently identified, as well as the description of their enzymatic acti-
vity. These microorganisms usually present enzymatic activity of different type, and some may
present industrial interest due to their potential applications. In the present research, it was deci-
ded to identify those microorganisms that present endo-3-1,4-glucanasa activity, and to evaluate
this activity by the Nelson-Somogyi method of reducing sugars. Reducing sugars were released
after the incubation of the bacteria colonies with carboxymethyl cellulose (CMC) solution. The
isolated colonies of interest were cultured in laboratory and their identification was made through
analysis of the 16S DNAr region. By comparing the results with the NCBI database, it was found
that the endo-B-1,4- glucanase activity producing species were: Burkholderia fhytofirmans, Baci-
llus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis, and Acidovorax delafieldii. The isolations produ-
ced an interesting degradation percentage in relation to the positive control utilized. Comparisons
of the degradation caused by the different isolated colonies are presented.

KEYWORDS: endo-p-1,4-glucanase, earth worm, enzymes, microbiota, 16SDNAr.
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INTRODUCCION

La mayor fraccion de materia organica
en los ecosistemas terrestres esta constituida
por celulosa. Los microorganismos del suelo
son los principales responsables de transferir
el carbono de la celulosa y otros compues-
tos a la atmosfera, pero su contribuciéon no
es exactamente conocida (Haichar, 2007);
algunos de estos microorganismos viven en
simbiosis en la lombriz de tierra, que también
esta ligada a la materia en descomposicion
(Edwards y Bohlen, 1996). Los microorga-
nismos que habitan en el suelo ingresan al
tubo digestivo de la lombriz de tierra para
servir de alimento, brindar un componente
energético a la dieta de la lombriz y para ac-
tivar o desactivar una produccion enzimatica
(Zirbes, 2007).

La poblacion microbiana ingerida tiene
entre sus funciones la de ayudar a digerir la
materia organica del suelo (Brown y Lavelle,
2000) y desencadenar una actividad enzima-
tica (Aira et al., 2006), estas comunidades
microbianas muestran una asociacién opor-
tunista (Curry y Schmidt, 2006). En FEisenia
foetida también se han descrito mecanismos
de activacion de la produccion de actividades
enzimaticas, encontrandose las actividades,
celobiasa y endoglucanasa, relacionadas con
las actividades celuloliticas (Prabha, 2007).
Las celulasas descomponen los restos vegeta-
les de los que se alimenta la lombriz de tierra,
pueden participar en la descomposicion de lig-
ninay en el proceso de humificacion (Brown y
Lavelle, 2000). La actividad celulolitica puede
ser propia de la especie o estar relacionada con
la flora microbiana ingerida a partir del suelo,
para permitir la hidrolisis de sustratos como
la celulosa y el manano (Lattaud et al., 1997).

Estas enzimas facilitan el reciclaje de
los elementos nutritivos a partir de materia
organica y su conversion en formas facil-
mente absorbibles por las plantas (Edwards
y Bohlen, 1996). Para la hidrolisis y el meta-
bolismo de la celulosa los microorganismos
producen celulasas extracelulares libres o

asociadas a la célula. Las endoglucanasas EC
3.2.1.4 acttian en las porciones amorfas de las
fibras de celulosa (Ramirez y Coha, 2003).
La actividad celulolitica ha sido encontrada
en algunos microorganismos pertenecientes
a los Phylum Firmicutes, Actinobacteria, Fi-
brobacteres, Bacteroidetes, asi como Proteo-
bacteria. Entre las bacterias celuloliticas mas
abundantes se puede citar Cellulomonas sp,
Microbisporabispora sp, Thermomonospora
sp, Cytophaga sp, Corynebacterium sp, Vi-
brio sp, Bacillus sp, Pseudomonas sp 'y Ther-
mobifida sp (Gaitan y Pérez, 2007). De estas
algunas especies como Clostridium thermo-
cellum cumplen con el proceso de hidrolisis
de la celulosa de manera eficiente pues po-
seen un complejo enzimatico que favorece la
celulolisis, constituido de endo B 1-4 gluca-
nasa , exo B 1-4 glucanasa y B - glucosida-
sa, este complejo puede ubicarse en una es-
tructura denominada celulosoma (Mitsuhiro,
2010). Algunas colonias aisladas de Burkhol-
deria fhytofirmans y Bacillus sp., producen
celulasas poco comunes (Sessitsch, 2005),
que tienen alta actividad y termoestabilidad a
un alto rango de pH (Miranda, 2009).

Los organismos mas comunes de esta
lombriz son los bacilos Gram positivos (Vin-
ceslas-Akpa y Loquet, 1995) del género Ba-
cillus. Sin embargo, también se han encon-
trado microorganismos Gram negativos a
nivel de los 6rganos excretores de la lombriz
llamados nefridios. Analisis de las bacterias
ligadas a los nefridios han mostrado que cada
especie de lombriz alberga una especie bac-
teriana distinta y que las especies de bacte-
rias forman un haz monofilético en el género
Acidovorax, pareciendo ser que hay una aso-
ciacion especifica, resultado de un ancestro
bacteriano comun (Davidson y Stahl, 2006).

En el presente estudio se desea hallar en
los intestinos de la lombriz bacterias produc-
toras de actividades endo-1,4-beta-glucanasa
y comprender si entre las especies encontra-
das existen diferencias en la degradacion de
la celulosa.
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MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de lombrices.- Los indi-
viduos provinieron del Vivero del Programa
Quito-Verde del Municipio de Quito, estos
fueron mantenidos en el laboratorio del Ins-
tituto de Investigaciones Biomédicas, IIB de
la Universidad de las Américas. Las lombrices
fueron colocadas en una caja rectangular de
pléstico con una capacidad de 10 1 en un suelo
orgénico hiimedo con una temperatura entre
15° C y 25° C. El sustrato en el que fueron
conservadas se compone de tierra de superfi-
cie y desechos vegetales en proporciones de
2:1, respectivamente.

Diseccion de lombrices de tierra y re-
coleccion del tubo digestivo.- Las lombrices
de tierra fueron lavadas con agua destilada,
sumergidas en etanol al 45 % durante 5 s, co-
locadas en un congelador durante 3 min para
que el agua del tejido epidérmico de la lombriz
se encuentre cristalizado y se pueda proceder
facilmente con la diseccion. Se extrajo el tubo
digestivo de la lombriz y se lo coloc6 en 1 ml
de agua destilada estéril. La mezcla que con-
tiene extractos de tubo digestivo no filtrados,
se coloco en el vortex (Genius) durante 15 s,
a velocidad mediana. Esta mezcla se coloco
en tres diluciones sucesivas de Iml de agua
destilada, con el objetivo de obtener concen-
traciones en diluciones de base diez.

Deteccion de la actividad enzimatica en
los extractos filtrados y no filtrados.- Des-
pués de la diseccion se tomo el tubo digesti-
vo. Este fue colocado en 1 ml de agua desti-
lada, para ser homogeneizado con ayuda del
vortex (Genius); esta mezcla corresponde a
los extractos no filtrados, y se refiere a los
diferentes tejidos del tubo digestivo que con-
tienen microorganismos y estructuras como el
celulosoma. En cambio los extractos filtrados
son obtenidos mediante la filtracion en una
membrana Millipore 0.45 um (Merck) de la
mezcla del tubo digestivo en agua destilada;
este filtrado corresponde al segundo extracto y

contiene en su gran mayoria moléculas como
enzimas. Ambos extractos sirven de guia para
determinar el origen, ya sea microbiano o pro-
pio de la lombriz, de la actividad EC 3.2.1.4
endo-1,4- beta-glucanasa.

El origen de la actividad se determina
colocando los extractos anteriores, en tubos
de vidrio de 20 ml, que contienen 10 ml de
agua destilada, 0.9 g de gelatinay 0.2 g de car-
boximetilcelulosa. Para verificar que no existe
presencia de azlicares reductores en la gelatina
natural, se empled el método de licor de Fe-
hling Causse-Bonnans (Isla, 2011) pues estos
pueden registrar resultados falsos el test enzi-
matico de Nelson-Somogyi. No se encontra-
ron azucares reductores. Este sustrato de CMC
y gelatina fue previamente autoclavado a 120°
C para posteriormente inocular los extractos
filtrados y no filtrados.

Después de 15 horas de la inoculacion
de ambos extractos se procedio al empleo del
protocolo de Nelson-Somogy (Nelson, 1944)
para el andlisis de la glucosa obtenida pro-
ducto de la degradacion de la celulosa y para
verificacion de la presencia de las enzimas en
alguno de los extractos. Se coloco un control
positivo con una enzima comercial celulasa de
Aspergillus niger C1184-5KU Sigma-Aldrich;
para la preparacion de la enzima se coloco 0.1
g de la enzima comercial en 10 ml de agua
destilada. El control negativo contenia agua
destilada estéril en lugar de la solucion bacte-
riana o enzimatica.

Este ensayo es realizado para asegurar-
nos de la presencia de microbiota simbionte
productora de la actividad enzimatica en los
extractos del tubo digestivo, previo al ensayo
de aislamiento.

Aislamiento, purificacion, seleccion
y preparacion de las colonias.- Se sembro
40 pl del extracto no filtrado en medio Pla-
te Count Agar, PCA (Difco), para realizar el
contaje de las colonias. Las colonias que cre-
cieron fueron aisladas, purificadas, sembradas
nuevamente en caldo nutritivo (Difco) a 37°
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C £ 1 por 24 horas. Luego de la incubacién se
aislaron colonias en medio PCA, para confir-
mar la pureza. Los aislamientos madre fueron
conservados en criotubos (Fisher) con esferas
de plastico a - 80° C.

Deteccion de la actividad celulolitica EC
3.2.1.4 (endo-1,4- beta-glucanasa) por el mé-
todo de azicares reductores de Nelson-So-
mogy.- Esta prueba se realiz6 con las bacterias
aisladas de los extractos no filtrados, sin presen-
cia de gelatina como soporte, siguiendo el méto-
do de azucares reductores, que consistié en pre-
parar el sustrato diluido de carboximetilcelulo-
sa (CMC) al 2 %. De esta preparacion se tomo
1 g de este sustrato en 50 ml de tampdn fosfato
de sodio (pH 5.8). Esta mezcla se homogeneiz6
rapidamente durante 5 min con la ayuda de un
agitador magnético para evitar cualquier tipo de
agregaciones, para luego enfriar a temperatura
ambiente. Se emplearon los mismos controles
para la deteccion de la actividad enzimatica en
los extractos filtrados y no filtrados.

Preparacion y lectura de las muestras.-
Se coloco 0.5 ml de bacterias previamente pre-
paradas en agua destilada estéril a escala Mc.
Farland 2 en un tubo que contenia 1 ml de sus-
trato diluido del medio CMC. Se dej6 a bafio
Maria durante 15 min, se procedié segun el
protocolo de Nelson-Somogy (Nelson, 1944).

Analisis por espectrofotometria.- Se sa-
caron los tubos del bafio Maria y se colocan
3ml de solucién Acido dinitrosalicilico (DNS)
en cada tubo. Se colocan todos los tubos en
un bafio Maria a 100° C durante 5 min. Luego
se enfriaron los tubos y se midi6 la cantidad
de glucosa producida por la degradacion de la
celulosa en el UVmini-1240-Shimadzu Spec-
trophotometer a 550 nm.

Para interpretar los resultados de la de-
gradacion producida por las colonias bacte-
rianas, se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis
(Chan y Walmsley, 1997), para esto se uso el
programa Minitab 15(Win2000/XP/2003/Vis-
ta). Se planteo la hipotesis nula (HO) en la que

no existe diferencia estadistica en la degrada-
cion de la celulosa generada por las bacterias
y la hipdtesis alternativa (H1) en la que existe
diferencia estadistica en la degradacion de la
celulosa generada por las bacterias.

Secuenciamiento e Identificacion mo-
lecular.- El ADN fue extraido de aproxima-
damente 2 x 10 ? bacterias (en 1 ml de agua
destilada) que se encontraban en caldo nutri-
tivo (Difco) empleando un kit de purifica-
cion PureLink Genomic DNA (Invitrogen).
Un volumen final de 50 pl por reaccion fue
amplificado en un termociclador Thermal cy-
cler Multigene Gradient (Labnet International,
Inc.). Por reaccion se tuvo 10 pl de DNA a
una concentracion de 5 ng/ul, 1 uM de cada
primer, 0.20 mM de dNTPs, de 1.5 mM de
MgCl2 y 1.25 U Taq Polimerasa (Invitrogen).
Los primers empleados para la secuenciacion
de la region 16SDNAr son 8F AGAGTTT-
GATCCTGGCTCAG Universal Turner (Tur-
ner, 1999) y 1492R (s) GGTTACCTTGTTA-
CGACTT Universal Lane (Lane, 1991).

Los fragmentos de amplificacion fueron
verificados por electroforesis en geles de agaro-
sa al 1 %. Se purificé la PCR con el PureLink
PCR Purification Kit (Invitrogen). Las secuen-
cias Forward y Reverse fueron alineadas usan-
do el programa Bioedit (Harrison y Langdale,
2006). Las secuencias presentes en los organis-
mos fueron alineadas a organismos presentes
en el Database GenBank database (Septiembre
2011), usando el Basic Local Alignment Search
Tool(Blast) del National Center for Biotechnlo-
gy Information (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi?PROGRAM=blastn& BLAST PRO-
GRAMS=megaBlast&PAGE TYPE=Blast-
Search& SHOW DEFAULTS=on&LINK LO-
C=blasthome.

RESULTADOS

En el tubo digestivo de los siete indivi-
duos de Eisenia foetida se encontrd una media
aritmética de 2.07 x 10° CFU/ g de bacterias
totales. De esta microbiota se seleccionaron
cinco aislamientos, que produjeron después
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1 2 3

B Porcentaje 100 823 760

4 5 6 7
727 715 559 13.1

Especies: Aspergillus niger C1184-5KU-Control + (1), Bacillus amyloliquefasciens (2),

Acidovorax delafieldii (3), Burkholderia phytofirmans (4), Bacillus amyloliquefasciens (5),
Bacillus licheniformis (6), Control - (7)

Figura 1. Porcentaje de glucosa después de la degradacion de la carboximetilcelulosa.

del tiempo de incubacidn, una absorbancia de
mas de uno, esta medida fue tomada debido a
que la Absorbancia, Ab que presentd la enzi-
ma comercial superaba este valor en cada una
de las mediciones realizadas.

Después de la alineacion de las secuen-
cias en el Blast, las cinco especies tienen se-
cuencias similares en un 99% a Burkholderia
fhytofirmans (CL1), Bacillus amyloliquefa-
ciens (CL5) (CL9), Bacillus licheniformis
(CL16), y a Acidovorax delafieldii (CLS).

En relacion a la presencia de glucosa
promovida por la degradacion bacteriana de
la celulosa en presencia de la actividad EC
3.2.1.4 (endo-1,4-beta-glucanasa, ¢ésta fue
transformada en porcentaje como se observa
en la Figura 1.

Solo se encontraron actividades enzima-
ticas celuloliticas de origen posiblemente mi-
crobiano en los extractos no filtrados, sin em-
bargo en otros estudios (Edwards y Bohlen,

1996), se han encontrado en los extractos no
filtrados, enzimas celuloliticas secretadas por
la propia lombriz de tierra y no por la micro-
biota simbionte. A nivel cualitativo se presen-
ci6 un cambio en la constitucion de la mezcla
pues se formd un halo vidrioso-liquido que
nos indicaba la degradacion de la actividad
endo-1,4- beta-glucanasa.

Del extracto digestivo no filtrado se se-
leccionaron las cinco bacterias para la de-
terminacion cuantitativa de la actividad en-
do-1.4-beta-glucanasa. Estas bacterias, bajo
las condiciones descritas, degradaron de ma-
nera similar los sustratos de CMC, pues la
prueba de Kruskal-Wallis proyecté el valor
de diez y ocho para los datos de absorbancia
medidos; para esto previamente se encontro
que el valor de ji-cuadrada para 4 grados de
libertad es 9.48 para un nivel de confianza del
95%, en la prueba ANOVA el valor es de 1.64
y la probabilidad es del 0.82 .Tabla 1.
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Tabla 1. Analisis estadistico empleado para medir la degradacion de la carboximetilcelulosa.

Prueba de Kruskal-Wallis

Grupo N Mediana del promedio Z
Cl1 7 1.055 17.9 -0.02
Cl5 7 2.45 20.5 0.72
Cl8 7 2.2 20.1 0.62
Cl9o 7 1.87 17 -0.29
Cl16 7 1.54 14.4 -1.03
General 35 18

H=1.64 G=4 P=0.802

H=1.64 G=4 P=0.801

Parece ser que esta actividad celulolitica
puede originarse de los microorganismos in-
geridos en la dieta nutricional de la lombriz o
en algunos casos estar fijada a particulas del
sistema digestivo de Eisenia foetida, como el
celulosoma.

DISCUSION

El numero de unidades formadoras de
colonias (UFC) que se encontr6 con esta es-
pecie coincide con otros estudios realizados
(Vinceslas-Akpa y Loquet, 1995), se espera-
ba encontrar una abundancia bacteriana mas
alta en los intestinos de Eisenia foetida, pues
la microbiota investigada proviene del sue-
lo y de materiales organicos del componente
edafico ecuatoriano que es considerado me-
gadiverso (Estrella, 2005). También otros es-
tudios han mostrado que la diversidad micro-
biana total de la especie podria ser indepen-
diente del sitio en el que se colecto la lombriz
(Salvador et al., 2011), porque posiblemente
Eisenia foetida posee un mecanismo de se-
leccion de las especies microbianas que in-
giere (Zirbes, 2007).

Con el valor de la probabilidad de 0.82 en
la prueba de Kruskal-Wallis (Chan y Walmsley,
1997) se concluye que no hay variacioén entre
las colonias aisladas cuando se trata de de-
gradar la carboximetilcelulosa. Al respecto se
conoce que los géneros Acidovorax, Burkhol-

deria y Bacillus, posiblemente requieren de
mecanismos que estimulen la actividad enzi-
matica como la respuesta fisiologica fisico-qui-
mica de la lombriz de tierra como hospedero
(Brown y Lavelle, 2000). Se conoce ademas
que los géneros Burkholderia, Bacillus y Aci-
dovorax comprenden algunas especies que son
transitorias, que se encuentran cominmente en
el suelo y que posiblemente son estimuladas
por condiciones ambientales del componente
edafico. De los géneros encontrados, Acido-
vorax ha sido ampliamente estudiado porque
puede ser heredado (Davidson y Stahl, 2006);
la transmision de bacterias simbiontes en las
capsulas de los huevos ha sido recientemente
demostrada en Eisenia foetida, el género inclu-
ye especies que han sido aisladas del suelo y
del fango (Heylen et al., 2008); sobre el origen
de las bacterias se ha sugerido que el morfoti-
po de bacterias filamentosas, debe ser interpre-
tada como una microfauna autoctona del tubo
digestivo (Nelson, 1944), sin embargo, el ori-
gen de la microbiota sigue siendo controversial
(Curry y Schmidt, 2006).
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