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RESUMEN
En el presente estudio se realizd el aislamiento y la
seleccion de microorganismos autdctonos (hongos y
bacterias) degradadores de materia organica fibrosa.
Se emplearon para el aislamiento medios de cultivos
que contenian como fuente de carbono a la celulosa.
Se seleccionaron las cepas que produjeron un halo de
hidrélisis incoloro alrededor de la colonia en el medio
Carboximetilcelulosa y en el medio almidén. La cepa
bacteriana A.0-19 presentd la mayor actividad
CMCasa con 12,33 mm mientras que la cepa B.M-1
demostré mayor actividad amilolitica con 9,33 mm
de didmetro de halo de hidrélisis. En las cepas
fingicas la A.Q-8 presento la mayor actividad
CMCasa con 10,33 mm. Mientras que la cepa A.Q-7
presento la mayor actividad amilolitica con 12,00
mm de diametro de halo de hidrolisis.

Palabras clave: produccién agropecuaria eficiente y
sostenible; bioproductos; microbianos

ABSTRACT
In the present study, the isolation and selection of
autochthonous microorganisms (fungi and bacteria)
degrading fibrous organic matter was carried out.
Culture media containing cellulose as the carbon
source were used for the isolation. The strains that
produced a colorless hydrolysis halo around the
colony in the Carboxymethylcellulose medium and in
the starch medium were selected. Bacterial strain
A.0-19 showed the highest CMCase activity with 12.33
mm while strain B.M-1 showed greater amylolytic
activity with 9.33 mm hydrolysis halo diameter. In
the fungal strains, A.Q-8 showed the highest CMCase
activity with 10.33 mm. While strain A.Q-7 showed
the highest amylolytic activity with a diameter of
12.00 mm of hydrolysis halo.

Key words: efficient and sustainable agricultural
production; bioproducts; microbial
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INTRODUCCION

El impacto ecoldgico producido por la
agricultura convencional, estd llevando a
comprender sus grandes limitaciones para
resolver el problema de la seguridad
alimentaria, especialmente en los paises en
via de desarrollo. Su aplicacién no solo ha
provocado la degradacién de los recursos
naturales (agua, suelo y vegetacién), sino
también es responsable de la pérdida
paulatina del conocimiento o saber campesino
en el manejo de los diversos sistemas de
producciéon. Dentro de este modelo de
agricultura convencional el recurso suelo es
considerado simplemente como un soporte en
el cual se incorporan los nutrientes para el
desarrollo de las plantas y se aplican
agroquimicos sin ninguna consideracion
medioambiental; no se logra entender que
este recurso tiene vida y su dindmica esta
estrechamente relacionada con los ciclos de la
naturaleza y es un recurso no renovable a
corto plazo. (Linares y Monedero, 2004).

Precisamente uno de los procesos
ecoldgicos que tiene lugar en el suelo agricola
es el ciclaje de nutrientes donde participa la
microbiota del suelo descomponiendo la
materia organica para liberar los elementos
contenidos en ella. En estado natural este
proceso se ve condicionado por factores
ambientales y antropocéntricos en
dependencia al modelo de agricultura
implementado en el agrosistema, lo cual
conduce al desarrollo y uso de tecnologias en
procura de potenciar la actividad microbiana
en el aprovechamiento de los desechos y
residuos organicos generados tanto en la
ciudad como en el sector rural.

La ansiada seguridad y soberania
alimentaria declarada en la constituciéon y
leyes del Ecuador, nos conduce a generar
alternativas practicas que reduzcan Ia
dependencia tecnolégica foranea. En el campo
de la microbiologia vegetal resulta de vital
importancia hacer uso de la diversidad
biolégica, que caracteriza a nuestro pafs, para
potenciar los procesos ecologicos dentro de

los agrosistemas, como por ejemplo el ciclaje
de nutrientes a través de la descomposicion
de la materia organica.

La disposicion final de la gran cantidad de
residuos organicos producidos en el mundo
representa un problema que afecta al medio
ambiente, en los actuales momentos se busca
reducir la masa de estos tipos de residuos
mediante la implementacion de métodos
biotecnoldgicos que contribuyan a disminuir
su volumen y a favorecer su reutilizacion.
(Diorio et, al., 2003).

El suelo es el componente basico de los
ecosistemas terrestres, algunos edafélogos lo
definen como un teatro maravilloso de la vida,
no solo por la diversidad que alberga sino
porque funciona como reciclador de la
materia organica y controlador, tanto de la
dindmica de la circulacién de nutrientes como
de los flujos de energia. (Chamorro, 2001).

Al contar con microorganismos
autoctonos, plenamente seleccionados e
identificados capaces de realizar funciones
especificas en la transformaciéon de la materia
organica se da la oportunidad de desarrollar
biotecnologias propias para el manejo de los
desechos y residuos organicos, a través de
compostaje y convertirlos en abonos que
contribuyan en la implementacién de un
modelo de agricultura eficiente y sostenible.

La celulosa es un polisacarido lineal
formado por residuos de glucosa unidos por
enlaces beta 1-4. Estas cadenas lineales de
celulosa interaccionan entre si por medio de
enlaces de puentes de hidrégeno dando lugar
a la formacién de microfibrillas con regiones
altamente ordenadas que le dan las
caracteristicas de insolubilidad, rigidez y
resistencia al ataque enzimatico y que se
conocen como regiones cristalinas. Cuando a
lo largo del haz de cadenas se rompen los
puentes de hidrégeno se forman regiones
denominadas amorfas, que permiten su
hidratacién y mejor accesibilidad al ataque
enzimatico. (Gonzalez, et, al., 2002).

En los actuales momentos en el Ecuador

existen presentaciones comerciales de
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microorganismos, etiquetados como eficientes
para la degradacion y compostaje de la
materia organica, cuyo lugar de origen
corresponde con caracteristicas
edafoclimaticas muy diferentes a la nuestra,
en muchas ocasiones no se les ha comprobado
su accion e inocuidad para poder aplicarlas en
nuestro medio.

Propiedades de las enzimas

Las enzimas presentan tres propiedades
que son: contienen un sitio activo o catalitico
la cual es una regién que se pone en contacto
con el sustrato; la especificidad que la
capacidad de la enzima para poder reconocer
el reactante (llamado sustrato) de la reaccion
que acelera, ademdas determina que sustrato
es el que se usa para la reacciéon enzimatica y
por ultimo la afinidad que es la capacidad de
la enzima para determinar cuanto sustrato
utiliza para iniciar su funcién de acelerar la
reaccién bioquimica. (Grajales, 2005).

Factores de crecimiento

La célula microbiana estad compuesta por
una multitud de compuestos organicos que
conjuntamente determinan su estructura y su
actividad fisioldgica; estos incluyen
aminodcidos, vitaminas, purinas entre otros,
ciertos organismos son incapaces de producir
una o mas sustancias esenciales, por lo tanto

Cuadro 1. Tratamientos.

para que puedan sobrevivir y desarrollarse,
debe existir fuentes externas disponibles de
estas sustancias, las cuales se toman del
exterior y son llamados factores de
crecimiento, que son compuestos organicos
que en pequeilas concentraciones promueven
el crecimiento. (Anaya, 2003).

Objetivos

Aislar cepas autoctonas de
microorganismos degradadores de materia
organica fibrosa en diferentes habitats.
Seleccionar las cepas de microorganismos
mas eficientes de acuerdo a caracteristicas
deseables.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se condujo en el

laboratorio de biologia molecular de la

Escuela Superior Politécnica de Manabi
Manuel Félix Lopez.

Fases de la investigacion aislamiento de
cepas factor en estudio

Forma de captura (c). Habitats (h).

Niveles.

C1=suelo. C2= trampa. H1= bosque.

H2= area convencional. H3= area organica.
H4= 4rea residuos cafia

N2 Codigo __ Descripcion
Forma de captura

1 C1H1 Suelo

2 C1H2 Suelo

3 C1H3 Suelo

4 C1H4 Suelo

5 C1H5 Suelo

6 C2H1 Trampa
7 C2H2 Trampa
8 C2H3 Trampa
9 C2H4 Trampa
10 C2H4 Trampa

Hébitats
Bosque
Area quimica
~Area organica
Area cafia azucar.
Compost
Bosque
Area quimica
Area organica
Area cafia azucar.
Compost
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Aislamiento de microorganismos. Los
microorganismos (bacterias y hongos)
celuloliticos y amiloliticos fueron aislados por
diluciones seriadas (Stanier 1996), y se
sembraron en placas en un medio cuya Unica

Cuadro 2. Composicién del medio de seleccidn.

fuente energética era la celulosa (ver cuadro
2), por triplicado. Posteriormente se
incubaron por 24 horas a 37°C las cepas
bacterianas y las fingicas de 3 a 5 dias a 30°C.

MEDIO DE CULTIVO COMPOSICION (g/L)
AGAR NUTRITIVO MODIFICADO. Peptona 6
(bacterias) Extracto de levadura 2
Cloruro de sodio 5
Celulosa 15
Agar 15
Ajustar pH
7.3+/-2
MEDIO DE CULTIVO COMPOSICION (g/L)
AGAR SABORAUD MODIFICADO PEPTONA 10
(hongos) Celulosa 15
Agar 15

Ajustar pH 5.6+/-2

Capturadores (trampas). Se empled el
método evaluado por (Benavides Hermida,
2008), para lo cual se prepararon placas para
colocarlas en el campo pero se modificéd la
composicién de los medios de cultivo se
utilizé el agar nutriente para bacterias y el
agar sabouraud para hongos filamentosos
enriquecidos con celulosa, las cajas se
ubicaron a una profundidad de 10cm de
profundidad en los mismos puntos de
localizacién de donde se extrajo la muestra de
suelo como fue del, area del bosque,

convencional, organica, cafia de azucar y de
compost, transcurridas 24 horas las placas
con agar nutriente para bacterias, se retiraron
y se llevaron al laboratorio, mientras que para
los hongos se lo realizo a las 72 horas. Las
cepas de microorganismos (hongos y
bacterias) que se crecieron en las placas petri
se las aislé en cuanto a la forma y color de la
colonia y se la sembr6é en tubos con agar
nutritivo para bacterias y agar sabouraud
para hongos.

Cuadro 3. Composicién del medio de seleccién bacterias celuloliticas.

MEDIO DE CULTIVO COMPOSICION (g/L)

Agar Carboximetilcelulosa. Carboximetilcelulosa 10
Extracto de levadura 2.5

Peptona universal 2.5

Sulfato de amonio 0.5

Cloruro de calcio 0.5

Fosfato monobasico de potasio 0.1

Fosfato dibasico de potasio 0.1

Agar 15

Ajustar pH 7.0+/-2
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Seleccion de acuerdo a caracteristicas
deseables determinacion de la capacidad
biodegradativa de la celulosa

Se realiz6 una prueba cualitativa de la
actividad celulolitica a partir de los
microorganismos (hongos y bacterias)
aislados, esta prueba se la realizo mediante la
siembra en punciéon en agar
Carboximetilcelulosa; (ver cuadro 3), las cajas
petri fueron incubadas a 37°C, por 72 horas,
después de esto se realiz6 una tincion
adicionando rojo Congo al 1% como
revelador, el colorante se dej6 actuar por 15
min, se retird el exceso y se adiciono una
soluciéon de cloruro de sodio (NaCl) 2M,
dejando reposar por quince minutos mas,
transcurrido este tiempo se determind la
actividad celulolitica por la presencia de zonas
de aclaramiento (halos) manifestado por la
hidrélisis de la celulosa cuyo diametro fue
medido en milimetros. (Teather y Wood.
1982). Citado por (Gaitan, y Pérez, 2007).

Determinacién de la
biodegradativa del almid6n

Siguiendo el método en placas se
reemplazd la Carboximetilcelulosa por el
almidén (ver cuadro 3).

capacidad

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante la fase preliminar de esta
investigacidn, se aislaron 130 cepas de hongos
y 93 de bacterias a partir de muestras de
suelo y mediante la colocaciéon de cajas con
medio selectivo en diferentes habitats. En el
(cuadro 4) se indica la frecuencia y el
porcentaje de microorganismos (hongos y
bacterias) desarrollados en cada uno de los
habitats.

A partir de muestras de suelo se lograron
aislar 153 aislados por medio de diluciones
seriadas y sembrados en placas. De acuerdo
con (Arroyo, 2010). Mediante esta técnica se
logra obtener un gran numero de aislados
debido a que se emplean medios enriquecidos
y selectivos.

Cuadro 4. Frecuencia de microorganismos (hongos y bacterias) aislados segun el habitats.

Habitats Bacterias Hongos Frecuencia Porcentaje %
Area organica 26 20 46 20,6
Area quimica 7 50 57 25,6
Bosque 12 16 28 12,6
Caia de azucar 41 19 60 26,9
Compost 7 25 32 14,3
Total 223 100,0
Segin el analisis estadistico de la zona de muestreo debido que es una

frecuencia en cuanto al habitats en los suelos
bajo agricultura organica se obtuvo el 20,6 %,
agricultura quimica el 25,6%, en el bosque
secundario el 12,6 %, en la cafia de azucar el
26,9 % y en el area de compost el 14,3 %.
(Vilches, 2002). Menciona que es
indispensable considerar el tipo de muestra y

condicién importante para lograr aislar cepas
con altas posibilidades degradativas de
residuos celuldsicos. En este estudio se
trabajé con muestras de suelo de diferentes
habitats. En el cuadro 5 se muestra la
frecuencia y el porcentaje de las bacterias y
hongos aislados segtin la forma de captura.
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Cuadro 5. Frecuencia de microorganismos (hongos y bacterias) aislados segun la forma de

captura.
Forma de captura Bacteria Hongos Frecuencia Porcentaje %
Suelo 71 82 153 68,61
Trampa 22 48 70 31,39
Total 223 100,0
Segin el anadlisis estadistico de la se le determino la actividad enzimatica,

frecuencia de la forma de captura el 68,61 %
de microorganismos (hongos y bacterias)
crecieron mediante muestras de suelo y solo
un 31,39 % se aislaron de las trampas
colocadas en el campo.

Seleccion de  microorganismos de
acuerdo a caracteristicas deseable evaluacion
de la actividad enzimatica.

Prueba cualitativa de la actividad
celulolitica
A las 223 cepas puras de

microorganismos (130 hongos y 93 bacterias)

midiendo los halos de hidrdélisis, una vez
concluida la siembra en puncién en agar CMC
al 1% y transcurridas las 72 horas de
incubacién. De las 223 cepas puras de
microorganismos  Unicamente 77 (30
bacterias y 47 hongos) obtuvieron resultados
positivos mediante la formacion zonas de
aclaramiento. En el cuadro 4 se observa los
aislados bacterianos seleccionados por la
presencia del halo de degradacion.

Cuadro 6. Anilisis de conglomerado cepas bacterianas seleccionadas de acuerdo al halo

de hidrdlisis P<0,05.

Conglomerado Celulosa

Grupo Halo (mm/hora)
6,75b

2 340b

Almidon
E.E Halo (mm/hora) E.E
1,34 8,71a 0,59
0,67 0,47 a 0,30

El valor de p<0,05 (p=0,0343) indica que,
en una o mas cepas bacterianas las medias de
los halos presentan diferencias significativas.
Debido a estas diferencias encontradas se
realiz6 la prueba de Tukey. En la figura 1 se
muestra el dendograma formado por Ila
variable, cepa bacteriana, segin el didmetro
del halo de hidrolisis.- se revelan dos grupos
en el dendograma para el andlisis de
conglomerados, los cuales se forman debido al
grado de similitud existente entre las medias
de los didmetros del halo. En el primer grupo
se encuentran dos cepas A.0-19 y la B.M-1 con
una media de 6,75 mm, mientras que en el

grupo dos hay 8 cepas y entre ellas se
encuentran las cepas B.M-5, B.M-7, A.Q-3, R.C-
2, R.C-4, RC-6, R.C-13 y la R.C-18, con una
media de 3,40 mm.

(Gaitan 'y Pérez, 2007); (Mikan y
Castellanos, 2004).- obtuvieron resultados de
degradacion de celulosa por bacterias que no
superaron los 4 y 3 mm de didmetro.- con esto
se determina que la bacterias A.0-19 cuenta
con buena capacidad para llevar a cabo la
hidrélisis de la celulosa ya que superan los
didmetros dados por las bacterias aisladas por
estudios realizados anteriormente.
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Ward

Distancia: (Euclidea)

Figura 1. Dendograma en funcién del halo de degradaciéon de la celulosa y el almidén en

bacterias.

Cuadro 7. Cepas bacterianas seleccionadas en cuanto al didmetro del halo de degradacion del

almidén.
Cepa Promedio Halo de Hidrolisis
almid6én (mm).
A.0-19 8,08
A.Q-3 0.00
B.M-1 9,33
B.M -5 0.00
B.M -7 3,78
R.C-2 0.00
R.C-4 0.00
R.C-6 0.00
R.C-13 0.00
R.C-18 0.00

En el cuadro 4 se observa el analisis
realizado sobre la actividad enzimatica, La
actividad amilolitica mostré un valor de
p<0,05 (p= <0,0001), lo cual evidencia que
existen diferencias significativas en los
didmetros de los halos producidos por las
bacterias de las cepas A.0-19 y la B.M-1. Estas
cepas presentaron mayor
enzimatica con una media de 8,71mm con

actividad

respecto a la B.M-7 que tiene una media de
0,47 mm. Sanchez et al, (2005) manifiesta que
el principio de esta prueba se basa en la

incapacidad que presenta el lugol para
pigmentar las zonas en las que el almidén ha
sido hidrolizado por accién enzimdtica. Por
esta razon se utilizo la prueba de lugol para la
determinacién de microorganismos que
producen enzimas amiloliticas exocelulares,
ya que este test permite el reconocimiento de
las mismas por la formaciéon de un halo no
pigmentado y de diametro variable este
fenémeno se observa cuando se expone el
cultivo a la acciéon del lugol durante un
periodo aproximado de 1 a 3 min.
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Cuadro 8. Cepas fungicas seleccionadas de acuerdo al halo de hidrélisis P<0,05.

Conglomerado Celulosa Almidén

Grupo Halo (mm/hora) E.E. Halo (mm/hora) E.E.
1 11,17 a 0,26 6,75a 0,52
2 9,07 b 0,28 6,13a 0,57

En la figura 2 se muestra en dendograma
formado por la variable, cepa flngica, segin el
didmetro del halo de hidrélisis.- se revelan dos
grupos en el dendograma para el analisis de
conglomerados. En el primer grupo se
encuentran dos cepas A.0-19 y la B.M-1 con

una media de 6,75 mm, mientras que en el
grupo dos hay 8 cepas y entre ellas se
encuentran las cepas B.M-5, B.M-7, A.Q-3, R.C-
2, R.C-4, R.C-6, R.C-13 y la R.C-18, con una
media de 3,40 mm.

Cuadro 9. Cepas fungicas seleccionadas en cuanto al didmetro del halo de degradacion del

almidon.

Cepa

Promedio Halo de Hidrodlisis

almid6n (mm).

A.0-1
A.0-2
A.0-3
A.0-4
A.0-5
A.0-6
A.Q-3
A.Q-7
A.Q-8
A.Q-27
R:C-3

8.67

10,3
11,3
9,00
8,67
9,00
11,0
11,0
12,0
11,33
10,0

En el cuadro 5.- se observa el andlisis

realizado sobre la actividad enzimatica,
amilolitica la cual mostré un valor de p<0,05
(p= <0,4265), lo cual evidencia que no existen
diferencias significativas en los didmetros de

los halos producidos por cepas fingicas.- En el

primer grupo se encuentran dos cepas A.Q-8,
A.Q-3, A.O-1, AO-2, AQ-7 Y A.0-6 con una
media de 6,75 mm, mientras que en el grupo
dos hay 8 cepas y entre ellas se encuentran las
cepas A.0-3, A.0-4, A.0-5, A.Q-27 y la R.C-3,
con una media de 6,13 mm.
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Ward
Distancia: (Euclidea)

T T T 1
1,51 3.02 453 6,03

Figura 2. Dendograma en funcion del halo de degradacién de la celulosa y el almid6n en hongos

HIDROLISIS ALMIDON |
22/06/2012 HONGOS

ALV
no-s 4
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ESPAM -

Figura 3. Zonas de aclaramiento (hidrolisis enzimatica)
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CONCLUSIONES
Para finalizar se pudo determinar que
aislar cepas autdctonas de microorganismos
degradadores de materia organica fibrosa en
diferentes habitats, (bacterias y hongos)
celuloliticos y amiloliticos por diluciones
seriadas (Stanier 1996). Posteriormente,
incubadas por 24 horas a 37°C las cepas
bacterianas y las fungicas de 3 a 5 dias a 30°C.
mostré un valor de p<0,05 (p= <0,4265),
evidenci6 que no existen diferencias
significativas en los diametros de los halos
producidos por cepas flngicas.- En el primer
grupo se encuentran dos cepas A.Q-8, A.Q-3,
A.0-1, A.0O-2, A.Q-7 Y A.0-6 con una media de
6,75 mm, mientras que en el grupo dos hay 8
cepas y entre ellas se encuentran las cepas
A.0-3, A.0-4, A.0-5, A.Q-27 y la R.C-3, con una
media de 6,13 mm. Este estudio contribuy¢ al
desarrollo de una producciéon agropecuaria
eficiente y sostenible en Ecuador poniendo a
prueba el uso bioproductos microbianos
autdctonos.
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