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RESUMEN

BIOPROPECCION DE CEPAS DE HONGOS Y BACTERIAS PRODUCTORAS DE
ENZIMAS QUE ACELEREN LA DESCOMPOSICION DE RESIDUOS
AGROPECUARIOS EN EL COMPOSTAJE

Autor: Diego Efrén Zambrano Pazmifio
Correo: diego.zambrano@espam.edu.ec
Afo: 2021

Este estudio tuvo como objetivo identificar y caracterizar hongos y bacterias aislados del
suelo de Loma de Mil Pesos, zona rural de Calceta, canton Bolivar, como potenciales
indculos en el compostaje de los residuos agropecuarios, para la obtencion de abonos
organicos. Los aislados bacterianos y fdngicos se sembraron en puncion en agar
Carboximetilcelulosay se aplico rojo congo como agente revelador de los halos de hidrolisis.
En el compostaje se emplearon dos pilas (con y sin in6culo) conformadas con 43,12 kg de
cascara de mani y 21,56 kg de gallinaza; la pila inoculada recibié 500 g de un consorcio de
cuatro cepas de Trichoderma longibrachiatum y una de Trichoderma reesei. El proceso de
compostaje tuvo una duracion de 150 dias, en el cual se monitored la temperatura, pH,
conductividad eléctrica y contenido de humedad; al compost se evalud parametros
microbianos que incluyen Salmonella, coliformes totales y fecales, concentracion de
nutrientes e indice de germinacion en semillas de rabano. Se aislaron 48 hongos y 41
bacterias, por su capacidad enzimatica 31 hongos y 18 bacterias mostraron zonas de hidrolisis
en placas con carboximetilcelulosa. La identificacion realizada a las siete cepas con mayor
halo de hidrdlisis dio como resultado tres grupos taxonomicos diferentes. Las cepas
bacterianas EMB-236 y EMB-265 mostraron una similitud de 99,03 y 99,86% de identidad
de secuencia de ADN con Bacillus cereus, cuatro aislados fungicos tuvieron similitud entre
99,48 y 100% con T. longibrachiatum, la otra cepa de hongo tuvo similitud de 99,86 con T.
reesei. Los resultados obtenidos en el tratamiento inoculado con las cepas de Trichoderma
muestran que la temperatura del compost aumento a 55°C, la conductividad eléctrica fue de
1,04 mS cm-1, pH 7,41. Las concentraciones de N, P, K, Mg, y S, como % en el compost
fueron 1,12, 0,83, 0,70, 0,47, y 0,18 respectivamente. El indice de germinacion present6 un
porcentaje final de 93,5. El consorcio fungico conformado por cepas de Trichoderma
evaluado en proceso de compostaje puede utilizarse para reducir los patdgenos presentes en
la mezcla de residuos.

Palabras clave: Sucesidon microbiana, comunidades microbianas, hidrélisis enzimética,
metabolitos fitotdxicos
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ABSTRACT

BIOPROPECTION OF ENZYME-PRODUCING FUNGUS AND BACTERIA
STRAINS THAT ACCELERATE THE DECOMPOSITION OF AGRICULTURAL
RESIDUES IN COMPOSTING

Author: Diego Efrén Zambrano Pazmifio
Correo: diego.zambrano@espam.edu.ec

ARfo: 2021

The objective of this study was to identify and characterize fungi and bacteria isolated from
the soil of Loma de Mil Pesos, rural area of Calceta, Bolivar canton, as potential inoculums
in the composting of agricultural waste, to obtain organic fertilizers. Bacterial and fungal
isolates were punctured on Carboxymethylcellulose agar and Congo red was applied as a
revealing agent for hydrolysis halos. Two piles (with and without inoculum) were used for
composting, consisting of 43.12 kg of peanut shell and 21.56 kg of chicken manure; the
inoculated pile received 500 g from a consortium of four strains of Trichoderma
longibrachiatum and one of Trichoderma reesei. The composting process lasted 150 days, in
which the temperature, pH, electrical conductivity and moisture content were monitored; the
compost was evaluated for microbial parameters that include Salmonella, total and fecal
coliforms, nutrient concentration and germination index in radish seeds. 48 fungi and 41
bacteria were isolated, 31 fungi and 18 bacteria showed hydrolysis zones in plates with
carboxymethylcellulose due to their enzymatic capacity. The identification of the seven
strains with the highest hydrolysis halo resulted in three different taxonomic groups. Bacterial
strains EMB-236 and EMB-265 showed a similarity of 99.03 and 99.86% of DNA sequence
identity with Bacillus cereus, four fungal isolates had similarity between 99.48 and 100%
with T. longibrachiatum, while another strain of fungus had 99.86 similarity to T. reesei. The
results obtained in the treatment inoculated with the Trichoderma strains show that the
compost temperature increased to 55°C, the electrical conductivity was 1.04 mS cm-1, pH
7.41. The concentrations of N, P, K, Mg, and S, as% in the compost were 1.12, 0.83, 0.70,
0.47, and 0.18 respectively. The germination index presented a final percentage of 93.5. The
fungal consortium made up of Trichoderma strains evaluated in the composting process can
be used to reduce the pathogens present in the waste mix.

Key words: Microbial succession, microbial communities, enzymatic hydrolysis, phytotoxic
metabolites
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CAPITULO I.
EL PROBLEMA

1.1. Problema de investigacion

“La diversidad biologica disminuye a un ritmo sin precedentes; la pérdida,
degradacion y fragmentacion de habitats sigue siendo elevada en los bosques y otros biomas,
especialmente en los ecosistemas con mayor diversidad bioldgica de las regiones tropicales”
(Secretaria del Convenio sobre la Diversidad Bioldgica, 2020, pp. 8-52). Siendo “la
destruccion de los habitats naturales por la transformacion de bosques a cultivos, pastizales
0 ciudades la causa principal” (Estrella et al. 2005, pp. 32, 33) y es que “la diversidad
bioldgica forestal abarca no solo los arboles, sino la multitud de plantas, animales y
microorganismos que habitan las areas forestales y su diversidad genética asociada”

(Convention on biological diversity [CBD], 2016).

En el Programa Nacional de Reforestacion 2014-2021 (Ministerio del Ambiente
[MAE], 2014, p. 12) se sefiala que en Ecuador la tasa anual de deforestacién bruta
para el periodo 2008-2014 fue de -0,77%, que corresponde a 97.918 ha, mientras que
para el periodo 2014-2016 fue de -0,74%, que corresponde a 94.353 ha, proceso que
permitié la conversion de bosques naturales a otros tipos de uso y cobertura y que
para el periodo 2014-2016 se perdieron 188.706 ha de bosque nativo en el Ecuador
continental, durante el mismo periodo se reporta una ganancia de bosque nativo de

66.483 ha, dando como resultado una pérdida neta de bosque nativo de 122.224 ha.

La provincia de Manabi-Ecuador ha experimentado cambios en su Zona de vida
causado por la desforestacion, con relacion a esto durante el periodo 2014-2016, Manabi fue
una de las provincias con mayor deforestacion. En el cantén Bolivar la microcuenca de
Membrillo que se encuentra en las parroquias de Memobrillo y Calceta, presenta un alto grado

de pérdida de la vegetacion nativa, situacion que ha propiciado altos niveles de erosion de

anina
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los suelos; sin embargo, todavia es posible observar los remanentes de bosque que adn
quedan (Gobierno Auténomo Descentralizado [GAD], 2014, p. 8).

“La ausencia de cultivos puros o secuencias del genoma hace que sea dificil
determinar el papel especifico de los microorganismos en los ambientes del suelo” (Eichorst
et al., 2007, p. 2708), lo que imposibilitaria descubrir nuevas fuentes de enzimas y otros
productos que poseen un valor econémico actual o potencial, y que se encuentran en los

componentes de la diversidad biologica.
1.2. Hipdtesis de investigacion

De las cepas fungicas y bacterianas aisladas de muestras de suelo del sitio Loma de
Mil Pesos es posible obtener cepas con capacidad enzimatica celulolitica, potencialmente
atiles para el compostaje de residuos agropecuarios.

1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1. Objetivo general

Obtener cepas fungicas y bacterianas del suelo de Loma de Mil Pesos, zona rural de
Calceta, canton Bolivar, como potenciales indculos en el compostaje de los residuos
agropecuarios.

1.3.2. Objetivos especificos

Seleccionar cepas fungicas y bacterianas con capacidad enzimatica celulolitica para

su aplicacion en el proceso de compostaje de los residuos agropecuarios.

Identificar cepas fungicas y bacterianas por técnicas moleculares por su capacidad
enzimatica celulolitica, potencialmente Gtiles para el proceso de compostaje de los residuos

agropecuarios.
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Evaluar la capacidad enzimética de las cepas fungicas y bacterianas inocuas, sobre
los indicadores fisico-quimicos y bioldgicos durante el proceso de compostaje de residuos

agropecuarios.

1.4. Justificacion

“Ecuador es uno de los paises con mayor biodiversidad del continente y del mundo”
(Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias [INIAP], 2008, p. 9). En el informe
2015 de las Naciones Unidad sobre Objetivos de Desarrollo del Milenio se sefiala que “es
necesario precautelar las areas protegidas con el objetivo de conservar y nutrir la diversidad
bioldgica, asegurando la conservacion y el mantenimiento de las areas para generaciones
futuras” (Naciones Unidas, 2015, p. 56). En el objetivo 6 del Plan de Desarrollo del Ecuador
sefiala que “se tienen que desarrollar las capacidades productivas y del entorno, para lograr
la soberania alimentaria y el Buen Vivir Rural” (Secretaria Nacional de Planificacion y
Desarrollo [SENPLADES], 2017, pp. 80-84).

El desarrollo sostenible para alcanzar el Buen Vivir implica reestructurar nuestra
economia mediante la disminucion de la dependencia de actividades extractivas, y la
orientacion de su transicion hacia una economia basada en el bioconocimiento, la cual
posicione a la biodiversidad como una fuente de conocimiento y saber. Una economia
amigable con la naturaleza implica acoger el conjunto de saberes, conocimientos y
aplicaciones tanto tradicionales como cientificas, para marcar una nueva era de bioeconomia
basada en el aprovechamiento sustentable de los recursos bioldgicos renovables para la
produccion de alimentos, energia y bienes industriales, obtenidos a través de
transformaciones de material organico (SENPLADES, 2017, p. 64).

La microbiota juega un papel importante en el crecimiento, desarrollo, productividad
y resistencia de las plantas al estrés ambiental (Tian et al., 2020, p. 9). Al contar con
microorganismos autdctonos, seleccionados e identificados por su capacidad de realizar
funciones especificas en la transformacion de los residuos agropecuarios, se podran

desarrollan métodos biotecnologicos para el manejo adecuado de los residuos agropecuarios,

3
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obtencién de abonos orgénicos, contribuyendo en la implementacion de un modelo de
agricultura ambientalmente responsable. La informacion generada en esta investigacion
contribuiré con la linea de investigacion de la Universidad Técnica del Norte: Biotecnologia,

energia y recursos naturales renovables.
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CAPITULO II.
MARCO REFERENCIAL

2.1. Marco tedrico

1.1.1. Manejo de los residuos agropecuarios

“Los aumentos en la productividad agropecuaria parecen ser la Unica respuesta para
garantizar la seguridad alimentaria” (Vimal et al., 2017, p. 177), lo que ha provocado que “la
cantidad de desechos se incremente” (Singh et al., 2011, p. 719); sobre todo, “en la
produccion agricola donde se generan abundantes residuos vegetales que son quemados en
las propias unidades de produccién; por otro lado en la explotacion de animales de interés
zootécnico se producen abundantes excretas” (Bernal et al., 2009, p. 5444; Anyanwu et al.,
2015, p. 778). “Los organismos patdgenos presentes en varios residuos como en el estiércol”
(Avery et al., 2005, p. 358), “pertenecen a cuatro grupos principales: bacterias, virus,
parasitos y hongos, siendo una amenaza potencial para la salud de los operadores en las

unidades de produccién y los usuarios de compost” (Bazrafshan et al., 2016c, p. 5).

2.1.2. Tipos de residuos agropecuarios

Singh-Nee et al. (2009), mencionan que los residuos secos pueden provenir de
cultivos y son aquellos materiales que quedan por encima del suelo después de la
cosecha, incluida la paja o rastrojo de cebada, arroz, centeno y trigo, tallos o rastrojos
de maiz, algoddn, sorgo, soja y alfalfa. Otro tipo de residuos lo conforman los
residuos de cultivos de frutas y estos incluyen las podas de huertos, los tipos de
cultivos de frutas incluyen manzanas, albaricoques, aguacates, cerezas, higos,
pomelos, uvas, limones, limas, aceitunas, naranjas, melocotones, peras, ciruelas,
ciruelas pasas y nueces. Ademas, estan los residuos correspondientes a cultivos de
hortalizas y consisten principalmente en hojas que permanecen en el suelo después
de la cosecha, entre los tipos de cultivos de hortalizas se incluyen plantas como
alcachofas, esparragos, pepinos, lechugas, melones, patatas, calabazas y tomates.

anina
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También estan los residuos de cultivos de vivero que incluyen las podas y recortes
extraidos de las plantas durante su crecimiento y en la preparacion para el mercado

(por ejemplo, flores y plantas de interior, etc.) que se cultivan (pp. 14-15).

Wen, (2004), menciona que “los residuos himedos estan conformados por el estiércol
de los animales y que la mayor parte del estiércol proviene de ganado lechero y de corrales

de engorde, y el resto proviene de operaciones de cerdos y aves de corral” (p. 31).

2.1.3. Produccion enzimatica de bacterias y hongos

“Las enzimas microbianas actian como biocatalizadores para acelerar reacciones en
bioprocesos de una manera econémica y respetuosa con el ambiente en comparacién con el
empleo de catalizadores quimicos (Nigam, 2013, p. 597)”. “Las celulasas participan en la
hidrolisis de materiales poliméricos lignoceluldsicos, son producidas por hongos, bacterias o
actinomicetos, pero el productor mas comdn es el de los hongos” (Ariffin et al., 2006, p. 47

y Jayasekara y Ratnayake, 2019, p. 2).

“Los microorganismos liberan enzimas que tienen un papel importante en la
degradacion de los residuos agropecuarios” (Tampoebolon et al., 2014, p. 225). “Las
bacterias son importantes fuentes de celulasas con diversas aplicaciones industriales y
biotecnolégicas” (Thomas et al., 2018, p. 429). “Por su parte los hongos producen tanto
ligninasas como celulasas capaces de degradar los residuos agropecuarios” (Martinez-Anaya
etal., 2008, p. 119). “La celulosa es un polisacarido lineal de residuos de glucosa con enlaces
[S-1,4-glicosidicos” (Gupta et al., 2012, p. 1).

Es un complejo de tres enzimas importantes que trabajan sinérgicamente debido a la
estructura compleja cristalina y amorfa de la celulosa, hidrolizan la celulosa en
celobiosa, glucosa y oligosacaridos. La enzima endoglucanasa es la primera que actda
sobre las fibras de celulosa amorfa, atacando aleatoriamente la cadena glucosa-
polimero, que libera pequefias fibras constituidas por extremos libres reductores y no

reductores. Los extremos libres de la cadena se exponen luego a la actividad de la
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enzima exoglucanasa, que produce celobiosa. El tercer componente de la celulasa es
la B-glucosidasa, que hidroliza la celobiosa, produciendo la glucosa como producto

final de la sacarificacion de la celulosa (Nigam, 2013, p. 603).

La deteccion de microorganismos productores de celulasa se realiza de forma
rutinaria en placas de carboximetilcelulosa (CMC). En mucho de los experimentos
las placas de cultivo se inundan con bromuro de hexadeciltrimetil amonio al 1% o
con rojo de Congo al 0,1 % seguido de NaCl 1M. En ambos casos, toma un minimo
de 30 a 40 minutos para obtener la zona de hidrolisis después de la inundacion, y el
area hidrolizada no es claramente perceptible; otro método empleado para la
deteccion de la produccion de celulasa extracelular por microorganismos es la
utilizacion de yodo. El yodo forma un complejo de color negro azulado con celulosa,
pero no con celulosa hidrolizada, dando una zona clara alrededor de las colonias

microbianas productoras de celulasa en 3 a 5 minutos (Kasana et al., 2008, p. 503).

Tanto los hongos como las bacterias han sido muy explotados por su capacidad para
producir una amplia variedad de celulasas y hemicelulasas. Se ha puesto mayor
énfasis en el uso de hongos debido a su capacidad para producir grandes cantidades
de celulasas y hemicelulasas que se secretan al medio para una facil extraccion y
purificacién. Ademas, las enzimas son a menudo menos complejas que las hidrolasas
de glucédsidos bacterianos. Sin embargo, el aislamiento y caracterizacion de nuevas
glucésido hidrolasas de Eubacteria se estan explotando ahora ampliamente. Hay
varias razones para estos cambios, por una parte, las bacterias a menudo tienen una
tasa de crecimiento mas alta que los hongos, lo que permite una mayor produccion

recombinante de enzimas (Maki et al., 2009, p. 502).

En segundo lugar, las glucosidasas bacterianas son a menudo mas complejas
y a menudo se expresan en complejos multienzimaticos que proporcionan una mayor
funcién y sinergia. Lo mas importante es que las bacterias habitan una amplia
variedad de nichos ambientales e industriales, que producen cepas celuloliticas que

son extremadamente resistentes a las tensiones ambientales. Estos incluyen cepas que
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son termofilas o psicréfilas, alcalifilicas o acidofilas y cepas que son haldfilas. Estas
cepas no solo pueden sobrevivir a las duras condiciones que se encuentran en el
proceso de bioconversion, pero a menudo producen enzimas que son estables en
condiciones extremas que pueden estar presentes en el proceso de bioconversion y
esto puede aumentar las tasas de hidrolisis enzimatica, fermentacion y recuperacion

del producto.

2.1.4. Produccién de compost

“El compostaje es el proceso mediante el cual se produce el compost” (Semple et al.,
2001, p. 272). “EIl compostaje es un proceso biolégico aerdbico, donde se transforman los
residuos organicos en sustancias estables” (Boulter et al., 2002, p. 661; Guardabassi et al.,
2003, p. 15; Ryckeboer et al., 2003b; Hubbe et al., 2010, p. 2808), en el cual “intervienen
diversas comunidades microbianas, principalmente bacterias y hongos” (Ryckeboer et al.,
2003a, p. 132; Partanen et al., 2010, p. 5; Neher et al., 2013, p. 8; Bello et al., 2020, p. 5),
“cuya accion metabdlica conduce a la mineralizacion y humificacion parcial de los residuos
orgénicos” (Hoffmeister et al., 2005, p. 283). “El proceso comprende tres fases diferentes: la
fase mesofilica, la fase termdfila y la fase de maduracion (curado)” (Guardabassi et al., 2003,
p. 15), “donde las comunidades microbianas degradan sustratos organicos en formas
humificadas, mas estables, generando calor como producto de la actividad metabdlica
microbiana” (Ryckeboer et al., 2003, p. 349Db).

“Debido a la complejidad de los sustratos y productos intermedios, la diversidad
microbiana y la sucesion de las diferentes comunidades de microorganismos es un requisito
previo, para asegurar la biodegradacion completa y obtener un producto final estable”
(Ryckeboer et al., 2003, p. 349b). Ademas, “el compostaje permite la inactivacion de
patogenos” (Erickson et al., 2014, p. 1917; Rastogi et al., 2020, p. 2), “la eliminacién
malezas, de olores no deseados” (Guo et al., 2012, p. 171) “y la eliminacion de compuestos

fitotoxicos para su aplicacion (Singh y Nain, 2014a, p. 474)”.
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“El producto final del compostaje puede suministrar todos los macro y micro
nutrientes necesarios para el crecimiento vegetal, tales como: N, P, K, Ca, Mg, Na, Cu, Zn,
Mn, Fe” (Borken et al., 2002, p. 49; Ahmed et al., 2007, p. 87; Anyanwu et al., 2015, p. 781);
“por lo que puede ser utilizado como enmiendas ricas en nutrientes” (Cooperband 2002, p.
1; Brewer etal., 2013, p.1; Neher et al., 2013, p. 1), “como acondicionador del suelo” (Anwar
et al., 2015, 73) “y en la reduccion de la erosion y la desertificacion” (Gigliotti et al., 2005,

p. 1).

“Con el abono elaborado se pueden obtener beneficios directos, tales como el
aumento de la productividad agricola, la mejora de la biodiversidad del suelo” (Singhy Nain,
20144, p. 473) y “la reduccion de los problemas ambientales y econdmicos asociados con la
eliminacién de residuos” (Guardabassi et al., 2003, p. 7). “La calidad del compost obtenido
dependera de si su aplicacion se realizara en la agricultura, horticultura o para el paisajismo
urbano” (Bernal et al., 2017, p. 144).

2.1.5. Parametros monitoreados durante el proceso compostaje

Durante el proceso de compostaje normalmente se evalUan la temperatura, el pH, la
humedad y la conductividad eléctrica. Chin et al. (2019), mencionan que “estas mediciones
pueden proporcionar una comprension basica de la degradacion de los materiales
lignoceluldsicos durante el proceso de compostaje” (p. 4874).

a) Evolucidn de la temperatura durante el proceso del compostaje

“La temperatura es uno de los factores mas importantes que afectan el crecimiento
microbiano y las reacciones biologicas” (Lopez et al., 2004, p. 2406), ademas es “un buen
indicador de las distintas etapas del proceso de compostaje” (Chin et al. 2019, p. 4875).
“durante la fase termofilica, las altas temperaturas aceleran la descomposicion de las
proteinas, grasas e hidratos de carbono complejos, tales como la celulosa y la hemicelulosa”
(Fourti et al., 2008, p. 103). Las altas temperaturas en las pilas también reducen el niamero

de patdgenos. En el estudio realizado por Nicholson et al., (2005), encontraron que “cuando
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las temperaturas son superiores a 55°C en los montones de estiércol solido los patdgenos se
inactivan en menos de un mes” (p. 141). “Varios factores pueden incidir para no alcanzar
temperaturas elevadas en entre ellas se encuentra la naturaleza del sustrato” (Saidi et al.,
2008, p. 335).

También “el reducido tamafio de las pilas es otro factor que considerar cuando no se
alcanzan altas temperaturas” (Pérez et al., 2011, p. 48), lo que podria deberse a “la disipacion
de calor debido al pequefio volumen de la pila” (Kala et al., 2009, p. 81). Tchegueni et al.
(2013), mencionan que “los cambios de temperatura dependen de la proporcion en la mezcla
de materia organica facilmente biodegradable en condiciones aerobicas” (p. 3468). “A
medida que la actividad microbiana disminuye, también lo hace la temperatura de la pila,

esta es la fase de curado del compostaje” (Chen et al., 2020, p. 2).

La temperatura debe controlarse “con frecuencia con un termémetro punzon y
ajustarse si es necesario durante todo el proceso de compostaje. Los métodos comunes que
se utilizan para ajustar las temperaturas son la aireacion, el volteo y el cambio del contenido
de humedad” (Chen et al., 2020, p. 4).

b) Evolucion del pH durante el proceso del compostaje

Fourti et al. (2011), mencionan que “el rango ideal del pH debe estar entre 6-8 para
garantizar la descomposicién. Si el pH estd fuera de este rango, afectara la actividad
microbiana, prolongando los tiempos de descomposicion” (p. 126). GoOmez-Brandon et al.
(2008), mencionan que “el valor del pH debe estar dentro de un rango tolerable para el
crecimiento de los microorganismos, es decir entre 6-7,5 para las bacterias; entre 5,5-8,0 para
los hongos y de 5,0-9,0 para los actinomicetos” (p. 439). “Cuando se presentan rangos de pH
muy variados, puede atribuirselo a la naturaleza de los materiales empleados en la mezcla
inicial” (Escobar et al., 2012, p. 399).

10
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c) Evolucién de la humedad durante el proceso del compostaje

En concordancia con Liang et al. (2003) “el contenido de humedad afecta la actividad
microbiana aerobica de la mezcla de compostaje, siendo el contenido de humedad del 50%
un requisito minimo para incrementar la actividad microbiana, y que entre el 60-70%
proporciona actividades maximas™ (p. 136). Por su parte Richard et al. (2002), manifiestan
“que el contenido 6ptimo de humedad para la biodegradacién puede variar ampliamente para
diferentes mezclas y tiempos en el proceso de compostaje, pudiendo oscilar cerca del 50 a
mas del 70% en base himeda” (p. 286).

d) Evolucién de la fitoxicidad durante el proceso del compostaje

“La madurez de un compost se puede verificar utilizando especies de plantas que sean
muy sensible a la presencia de metabolitos fitotoxicos, como el rdbano” (Varnero et al., 2007,
p. 29). “El indice de germinacion tiende a aumentar durante el proceso de compostaje”
(Jouraiphy et al., 2005, p. 105; Miaomiao, et al., 2009, p. 594; Bazrafshan et al. 2016c, p. 1).

2.1.6. Microorganismos en ambientes poco explorados

“El aislamiento y deteccion de nuevas cepas de bacterias y hongos en ambientes poco
explorados, como montafias, lomas, cerros con remanentes de bosques nativos, es un enfoque
prometedor para encontrar productores de enzimas de mayor rendimiento” (De Paula et al.,
2019, p. 1). “La inoculacion de microorganismos como cultivo inicial lo han recomendado,
ya sea para la desactivacion de agentes inhibidores, o para acelerar el proceso de compostaje,
0 ambos” (Hubbe et al., 2010, p. 2826). Ribeiro et al. (2017), indican que “la adicion del
inoculo mostro una influencia positiva en los valores de temperatura y en la degradacion
tanto de la celulosa como de la hemicelulosa durante el periodo termofilico del proceso de
compostaje” (p. 167).

11
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2.1.7. In6culos para acelerar el proceso de compostaje

“La investigacion futura también debe incluir el aislamiento metddico de la
microbiota potencialmente importante, no solo para las pruebas in situ para su uso como
inoculantes microbianos, sino también para verificar su papel como taxones potencialmente
importantes” (Castellano-Hinojosa y Strauss 2020, p. 11). “La inoculacion podria ser una
herramienta Util para acelerar la humificacion y mejorar la madurez del compost en los
residuos agricolas” (Zeng et al., 2009, p. 399). Con la inoculacién de las pilas de compostaje
con un consorcio de microorganismos jurado et al. (2015), lograron “obtener tasas mas
rapidas de humificacion y mayor estabilidad en el compost final” (p. 24). Yaman, (2020)
menciona que la inoculacion microbiana, combinada con una temperatura, pH y contenido

de humedad 6ptimos, es un metodo eficaz para acelerar el proceso de compostaje (p. 11).

2.2. Marco legal

La presente investigacion se encuentra inmersa en los siguientes instrumentos politicos y

normativos vigentes:

La Constitucion de la Republica del Ecuador (2008) especifica que el Estado
promovera la eficiencia energética, el desarrollo y uso de practicas y tecnologias
ambientalmente limpias y sanas, asi como de energias renovables, diversificadas, de
bajo impacto y que no pongan en riesgo la soberania alimentaria, el equilibrio

ecoldgico de los ecosistemas ni el derecho al agua.

En el Cddigo Organico de la Economia Social de los Conocimientos, Creatividad e
Innovacion [COES], 2016), se menciona que “la soberania sobre los conocimientos es
objetivo estratégico del Estado para garantizar a las personas la generacion, transmision,
gestion, uso y aprovechamiento de los conocimientos, tecnologia y la innovacion y asi
materializar el buen vivir’ (p. 5). En la Agenda Nacional de Investigacion sobre la

Biodiversidad se sugiere la “Bioprospecciéon y biocribado de organismos de diferente
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procedencia con potencial bioactividad para su aplicacion en los ambitos agropecuario,
industrial y ambiental” (Instituto Nacional de Biodiversidad [INABIO], 2017, p. 18).

En el Reglamento al Régimen Comun Sobre Acceso a los Recursos Genéticos (2011),
se sefiala que “se tiene que promover la conservacion y uso sostenible de la diversidad
bioldgica y de los recursos biolégicos, garantizando la estabilidad de los ecosistemas y los
derechos de la naturaleza para el buen vivir” (p. 3). El Plan Estratégico para la Diversidad
Bioldgica 2011-2020 (PEDB, 2011), tiene como vision que “Para el 2050 la diversidad
bioldgica se valora, conserva, restaura y utiliza en forma racional, manteniendo los servicios
de los ecosistemas, sosteniendo un planeta sano y brindando beneficios esenciales para
todos” (p. 1). En la Estrategia Nacional de Biodiversidad 2015-2030 se hace conocer sobre
“los Contratos Marco de Acceso a Recursos Genéticos, con el cual se faculta la recoleccion
de especimenes de especies (flora, fauna, hongos, microorganismos y otros organismos vivos

de los cuales el Estado ecuatoriano es pais de origen” (MAE, 2016).

El Reglamento al Cédigo Organico de Economia Social de los Conocimientos y
Creatividad [RCOES], 2017), establece que la autorizacion de acceso a recursos
genéticos y sus derivados para fines de investigacion o comerciales, asi como los
permisos de importacion de organismos vivos, especimenes de colecciones cientificas
que tengan como fin el desarrollo de procesos investigativos se tramitaran a través de
una ventanilla Unica para la investigacion para la biodiversidad en la que
interoperaran la SENESCYT, el Instituto Publico de Investigacion Cientifica sobre la
Biodiversidad, la Autoridad Nacional Ambiental, la autoridad aduanera, asi como las

demas pertinentes (p. 7).
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CAPITULO III.
MARCO METODOLOGICO

3.1. Descripcién del &rea de estudio

Con el objetivo de aislar cepas bacterianas y fungicas se extrajeron muestras de suelo
en la Loma de Mil Pesos (0°51'39” S, 80°3'10” W), ubicada en la zona rural de Calceta
correspondiente al cantén Bolivar. El aislamiento, seleccion y evaluacion se ejecutd en el
laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de
Manabi (ESPAM).
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Figura 1. Ubicacion del sftio de muestreo (Loma de Mil Pesos)
3.2. Enfoque y tipo de investigacion

La presente investigacion presentd un enfoque exploratorio porque se tomaron
muestras de un habitat no intervenido, ademas fue cuantitativo ya que se manejaron la
estadistica descriptiva y cualitativo porque se describen las caracteristicas morfoldgicas de

las bacterias y los indicadores fisico-quimicos y bioldgico del compost.
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3.3. Seleccidn de cepas fungicas y bacterianas

3.3.1. Recoleccién de muestras de suelo

Las muestras se tomaron de la capa superior del suelo (una profundidad entre 0-10
cm), realizando un recorrido en zig-zag. Cada muestra se colocé en fundas de polietileno
estériles (Ziploc) (Chaudhary et al., 2019, p. 2) y se trasladaron al Laboratorio de Biologia
Molecular de la (ESPAM) para realizar el aislamiento de las cepas fingicas y bacterianas.

3.3.2. Cepas fangicas

a. Aislamiento de cepas fungicas

Para el aislamiento de las cepas fungicas “se pesaron 0,1 g de las muestras de suelo
colectadas y se espolvorearon directamente en dos tipos de medios de cultivo solidos”
(Warcup, 1955, p. 298) que eran “el medio agar Sabouraud y agar papa dextrosa (PDA)”
(Lopez y Vazquez 2003, p. 138). “Posteriormente se incubaron a 30°C £2 durante 72 horas
(h)” (Al-Taweil et al., 2009, p. 1285); transcurrido este tiempo se seleccionaron las colonias
por sus caracteristicas macroscépicas distintivas (color, borde, superficie y elevacién) y se

subcultivaron en el mismo medio para obtener cultivos puros.

b. Actividad enzimatica de cepas fungicas en agar carboximetilcelulosa (CMC)

Los aislados fungicos puros se sembraron en “puncién en agar CMC que contenia
(g9/L): carboximetilcelulosa, 10; extracto de levadura, 2,5; peptona, 2,5; sulfato de amonio,
0,5; cloruro de calcio, 0,5; Fosfato monobaésico de potasio, 0,1; Fosfato dibasico de potasio,
0,1; agar noble, 15y pH 5,8” (Gaitan y Pérez, 2007, p. 64), “colocandose en incubacién a
37°C. 72 h después de la incubacion se aplicé rojo Congo (10 g/L) como agente revelador de
los halos de hidrolisis” (Teather y Wood, 1982, p. 778) dejandose actuar durante 15 minutos;
se retird el exceso y se adiciond solucion de NaCl (5%) dejando reposar por quince minutos,

transcurrido este tiempo se elimind el NaCl y se determind “la actividad celulolitica
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manifestado por la presencia de zonas claras (halos)” (Apun et al., 2000, p. 264). Los halos

de hidrélisis se midieron con una regla en cm.

c. Supervivencia de aislados fungicos a condiciones controladas de pH y temperatura

> pH

“La influencia del pH en caldo de infusién de papa” (Jiménez-Delgadillo et al., 2018,
p. 260) sobre el crecimiento de las cepas fungicas “se investigd con cuatro valores de pH
(3,0; 7,0; 9,0 y 5,8 como testigo); las cepas fungicas se inocularon en el caldo infusion de
papa, posteriormente se incubaron a 28°C+2, agitando a 180 rpm durante 72 h” (Shahid et
al., 2011, p. 147; Singh et al., 2014b, p. 2; Petrisor et al., 2016, p. 12). La evaluacién se
realizo a las 72 h, para cada evaluacion se hicieron diluciones seriadas y la siembra de 100
uL en medio de cultivo PDA,; a continuacién, se incubaron a 30°C durante 72 h. Transcurrido

el tiempo de incubacidn se realizo el conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC).

» Temperatura

El caldo de infusién de papa, se ajust6 a pH 5,8 con 1M de HCI. Las cepas fungicas
se inocularon al 1% v/v; posteriormente se incubaron a 50°C, agitando constantemente a 180
rpm durante 72 h. Después del periodo de incubacion se realizaron diluciones seriadas y la
siembra de 100 pL en placas Petri con medio de cultivo PDA. A continuacion, se incub6 a
30°C durante 72 h. Transcurrido el tiempo de incubacién se realizé el conteo de las UFC.
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. Cepas bacterianas

Aislamiento de cepas bacterianas

Para el aislamiento de las cepas bacterianas, se tomaron 10 g de muestra de suelo se
suspendieron en 90 mL de agua peptonada (1%), dejandose en incubacién a 37°C,
agitado a 200 rpm durante 30 minutos (min). A continuacion, se diluyé en serie hasta
10 con solucion salina estéril (NaCl al 0,85%). Posteriormente, se esparcieron 100
ul de las diluciones 104, 10°y 10 en placas con medio agar nutritivo y se incubaron
a 37°C+2 durante 18 h; transcurrido este tiempo se seleccionaron las colonias por sus
caracteristicas morfologicas distintivas (color, borde, superficie y elevacion) y se
subcultivaron hasta que se obtuvieron cultivos puros, las colonias puras con
caracteristicas morfoldgicas distintivas se sometieron a tincién de Gram (Roslan et
al., 2015, p. 78; Chaudhary et al., 2019, p. 2; Sha et al., 2020, p. 232).

Actividad enzimatica de cepas bacterianas en agar CMC

Para verificar la actividad enzimatica las cepas bacterianas se inocularon en puncion

en el medio de cultivo agar CMC, descrito anteriormente para las cepas fangicas, con la

diferencia que se le modifico el pH a 7.

C.

Supervivencia de cepas bacterianas a condiciones controladas de pH y

temperatura

Para realizar la caracterizacion a nivel de pH y temperatura se seleccionaron las

mejores cepas bacterianas y fangicas que presentaron diferencias estadisticas en el didmetro

del halo de hidrolisis en relacién con los demas aislados.
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El pH del caldo nutriente se ajustd a 3, 5, 9 y 7 como testigo (Saha y Santra 2014, p.
13), “con soluciones de hidroxido de sodio (NaOH) 1N y de acido clorhidrico (HCI) 1N”
(Lépez y Lopez 2004, p. 8). Las cepas bacterianas se inocularon y posteriormente se
incubaron a 37°C, agitando constantemente a 180 rpm durante 18 h. La evaluacion se realizd
a las 18 h, para cada evaluacién se realizaron diluciones seriadas y la siembra de 0,1 mL en
medio de cultivo agar nutriente. A continuacion, se incubaron a 37°C durante 18 h.

Transcurrido el tiempo de incubacion se realizo el conteo de las UFC.

» Temperatura

Las cepas bacterianas se sembraron en agar nutriente y se incubaron a 37°C durante
18 horas, a continuacidn, se introdujo 1 asa de cada uno de los cultivos bacterianos en 50 mL
de caldo nutriente, sequido de agitacion a 180 rpm a 37°C durante 18 h (precultivo).
Posteriormente las cepas bacterianas se inocularon al 1% v/v, a continuacion, se incubé a
50°C, agitando constantemente a 180 rpm durante 18 h. Para la evaluacion se realizaron
diluciones seriadas, la siembra y diseminacion de 100 pL en placas Petri con medio de cultivo
agar nutriente. A continuacion, se incub6 a 37°C durante 18 horas; Transcurrido el tiempo de

incubacion se realiz6 el conteo de las UFC.

d. Prueba de hemolisis a los aislados bacteriano

La sangre se extrajo mediante una técnica aseptica en ovejas sanas que no estaban
recibiendo antibidticos en el momento de la extraccion de sangre (Russell et al., 2006, p.
3347). La evaluacion se realizé a los mejores aislamientos bacterianos por su capacidad de
producir halos de hidrolisis en agar CMC. Cada aislado se sembro en puncion en agar base

suplementado con 5% de sangre de oveja; dejandose en incubacién durante 24 horas
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3.4. ldentificacién molecular de cepas fungicas y bacterianas

La Identificacion taxonémica de los aislados bacterianos y de las cepas fungicas se
realiz de acuerdo con la técnica empleada por el laboratorio de IDGEN-Quito, como se
muestra a continuacion. La extraccion de ADN se realiz6 por métodos convencionales
utilizando aproximadamente 100 mg de micelio o pellet celular bacteriano. Se realizd
electroforesis en gel de agarosa para evaluar la integridad y calidad del ADN. EI ADN
obtenido se diluyé hasta una concentracion de aproximadamente 20 ng/uL para la

amplificacion mediante la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Laregion ITS del ADN ribosémico de hongos y para la region 16S, rpoB o gyrB de bacterias
se amplifico mediante PCR utilizando los cebadores universales descritos en la Tabla 1
(White et al., 1990, p. 317; Reysenbach et al., 2000, p. 3799; Jiang et al., 2006, p. 3834;
Mohkam et al., 2016, p. 10). Los productos de PCR fueron purificados previo a la
secuenciacion por el método SANGER (Madigan et al., 2015, pp. 184, 185 y 186). Las
secuencias obtenidas fueron limpiadas y ensambladas usando programas bioinformaticos.
Los resultados de las secuencias se analizaron y compararon en el sitio web,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

Tabla 1
Secuencias de cebadores para la amplificacion por PCR
Cebador Secuencia de cebador (5'-3 ")
ITS1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'
ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'
27F 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'
1492R 5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'
rpoB-F 5-ATCGAAACGCCTGAAGGTCCAAACAT-3
rpoB-R 5-ACACCCTTGTTACCGTGACGACC-3
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Evaluacion de inoculo fungico en el proceso de compostaje

Una vez seleccionadas e identificadas las cepas flngicas y bacterianas por su
capacidad de producir enzimas celuloliticas, se procedié a preparar el indculo para su

aplicacion en la mezcla de residuos (compostaje) proveniente del sector agropecuario.

3.5.1. Preparacion del inéculo

Para la multiplicacion de las cepas fungicas (EM-12, EM-49, EM-72, EM-149 y EM-
150) se utiliz6 “granos de arrocillo. Los granos se ablandaron en agua hervida,
posteriormente se esterilizo en autoclave (15 libras de presion). A continuacion, se inocularon
3 mL por separado de cada cepa fngica y se incubaron a 28°C durante 21 dias” (Khandelwal
et al., 2012, p. 3951 y Chand et al., 2014, p. 318). El consorcio se prepard en cantidades
iguales a partir de cada inéculo de las cepas después de ser aislados, caracterizados e
identificados molecularmente por su capacidad de producir enzimas potencialmente Utiles

para la degradacion de los residuos agropecuarios.

3.5.2. Preparacion de las pilas de compostaje

Para la mezcla a compostar se emplearon dos residuos organicos de diferente
naturaleza: estiércol de gallinas ponedoras (gallinaza) y cascara de mani. Se prepararon dos
pilas de compost, cada una contenia 21,56 kg estiércol de gallinas ponedoras y 43,12 kg de
cascara de mani. En ambas pilas el volteo se realizé de forma manual cada 8 dias (Jiang-
ming, 2016, p. 315).

3.5.3. Parametros evaluados durante el proceso de compostaje

Las muestras de compost (1 kg) “se recogieron en diferentes puntos, desde la parte
superior a la parte inferior de las pilas de compostaje” (Droussi et al., 2009, p. 1282). La
temperatura, el pH, la conductividad eléctrica y la humedad de las pilas se monitorearon
diariamente durante el proceso de compostaje.
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a) Control de temperatura, contenido de humedad, pH y conductividad

La temperatura se monitore6 en “cinco puntos equidistantes de la pila usando un
termometro digital” (Kalamdhad y Kazmi, 2009, p. 1328). El pH y la conductividad “se
determinaron mediante la suspension de la muestra en agua destilada (1:10 p/v), y se
midieron utilizando un potenciémetro” (Oakton modelo 700) (Chin et al., 2019, p. 4874;
Bello et al., 2020, p. 3; Jiang et al., 2020, p. 2). Mientras que para el contenido de humedad
“las muestras se secaron en la estufa (Memmert) a 105°C durante 24 h” (AOAC, 1990; Chin
etal., 2019, p. 4874).

b) Andlisis de materia orgénicay del contenido de macro y micronutrientes

El contenido de materia organica y la concentracién de N, P, K Ca, Mg, S, B, Zn, Cu
y Fe se realizaron al final del proceso de compostaje (150 dias), en La Estacion Experimental
Santa Catalina del INIAP.

c) Evaluacion de la toxicidad del compost

La fitotoxicidad de las muestras de compost se realizé a los 150 dias. Se determino
en extractos de agua destilada (1:10, peso/volumen). Los extractos se agitaron durante
30 min y luego se centrifugaron a 6000 rpm durante 10 min; el sobrenadante se
recogio y se filtr6 a través de un filtro de membrana de 045 micrometros (um).
Posteriormente se pipetearon 5 mililitros del extracto acuoso en placas de Petri
esterilizadas (10 cm de diametro) revestidas con papel de filtro Whatman # 2. A
continuacidn se dispersaron uniformemente sobre el papel de filtro siete semillas de
rdbano (Raphanus sativus), y se incubaron durante 5 dias a temperatura ambiente en
la oscuridad, para el testigo se utilizaron semillas colocadas en papel filtro
humedecido sélo con agua destilada (Gao et al., 2010, p. 615 y Guo et al., 2012, p.
173).
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Después de 8 dias de incubacion en la oscuridad, se determinaron el porcentaje de
germinacién de semillas y la longitud de la raiz del rabano en los extractos y se
expresaron como indice de germinacion (IG). El porcentaje de germinacion relativo
de semillas (PGR), crecimiento relativo de radicula (CRR) y el IG se calcularon de
acuerdo con la férmula presentada por Tiquia y Tam (1998) (p. 44).

Numero de semillas germinadas en el extracto

PGR = x 100
Numero de semillas germinadas en el testigo

Elongacion de radiculas en el extracto
CRR = , - — X 100
Elongacion de radiculas en el testigo

- PGR x CRR
- 100

d) Recuento de microorganismos

A partir de las diluciones realizadas se sembr6 1 mL en placas Petri en los siguientes
medios de cultivo: PDA para el conteo de hongos, agar nutriente para el conteo de meséfilos
aerodbicos, agar rojo de fenol con sal de manitol para el conteo de estafilococo (Chapman
1945, p. 201), agar Salmonella Shigella (agar SS) para el conteo de Salmonela y agar
MacConkey para el conteo de Coliformes fecales y totales. Para el recuento de hongos y de
mesofilos aerdbicos las placas Petri se incubaron a 28°C. Para determinar los recuentos
totales de Salmonela, estafilococo, coliformes fecales y totales, las placas Petri se incubaron
a 37°C. Después de la incubacion, se contaron las colonias y los resultados se calcularon
teniendo en cuenta el factor de dilucidn, el peso de la muestra utilizada y se expresaron como
UFC/gramo de compost (Ghinea y Leahu, 2020, p. 5).

3.6. Analisis estadistico

En el programa Infostat se comprobd por medio del test de Shapiro-Wilk, que los
datos de halos de hidrolisis se distribuian normalmente; posteriormente se realizé el ANOVA

para determinar diferencias significativas entre los halos de hidrdlisis producidos por las
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_ cepas bacterianas y fangicas, y de esta manera poder seleccionar los mejores aislados. En lo
relacionado con los datos obtenidos en el compost se verificd que estuvieran dentro de los
limites establecidos por la Norma Chilena 2880 [NCh2880], (2003), la Norma Ambiental
para el Distrito Federal [NADF-020-AMBT], (2012) y la norma Canadian Council of the
Ministers of the Environment [CCME], (2005).

3.7. Consideraciones bioéticas

En nuestros dias, hay cada vez mas enfermedades y riesgos para la salud que se
relacionan con el ambiente y los estilos de vida. Por tal motivo hay que considerar, desde el
punto de vista ético y moral, el derecho de cada ciudadano a una buena salud, asi como su
deber y responsabilidad de velar por ella. Esto conlleva al deber de cuidar y proteger el medio
ambiente, lo cual exige apoderarse de una formacion ambientalista, tener conciencia de los
factores ambientales que constituyen un riesgo para la salud y promover medidas y acciones
que preserven la supervivencia de las generaciones presentes y futuras (Cuéllar et al., 2010,
p. 322). En tal sentido en esta investigacion se realizaron pruebas de hemolisis a todas las

bacterias aisladas antes de proceder a aplicarlas a campo.
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CAPITULO IV.
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Seleccion de cepas fungicas y bacterianas

4.1.1. Cepas fangicas

a. Aislamiento cepas fungicas

Se aislaron cuarenta y ocho cepas fungicas de suelo de la Loma de Mil Pesos;
teniendo los siguientes géneros representativos: Trichoderma, Aspergillus y Penicillium,
similar a lo reportado por Avila y Quito (2019) (p. 89) y Paco-Pérez et al. (2017) (pp. 33, 34,
35).

b. Actividad enzimatica de las cepas fungicas en agar CMC

De las 48 cepas fungicas aisladas, 32 produjeron halo de hidrolisis. La actividad
producida por las cepas de fungicas difirio significativamente (p <0,05) y la cepa EM-72
produjo la mayor actividad celulasa (Tabla 2). Para posteriores estudios se eligio el aislado
EM-72 que fue el que present6 el mayor promedio del halo de hidrolisis; sin embargo, para
hacer la caracterizacion a nivel de pH y temperatura y de esta manera formar el consorcio
microbiano fangico se escogieron los aislados EM-12, EM-49, EM-149 y EM-150 que
produjeron un diametro de halo de hidrolisis superior a los 2 cm. El criterio empleado es
similar al usado por Zhou et al. (2019), quienes sefialan que “el proceso a menudo es inestable
cuando se inocula un solo agente microbiano al compost” (p. 1). De igual manera Guzman
et al. (2015), “seleccionaron el aislado bacteriano que mostré el mayor promedio del halo de
hidro6lisis con 10,67 mm” (p. 184).
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Tabla 2
Ensayo celulolitico de aislados fungicos en agar CMC
Caodigo de aislamiento Cepas

Halo de hidrélisis cm

fangicas

EM-72 3, 46+0,29°
EM-12 2,98+0,07°
EM-149 2,70+0,100¢
EM-150 2,32+0,10%
EM-49 2,28+0,25%
EM-33 2,0+0,10¢%f
EM-134 1,94+0,08%f
EM-63 1,89+0,06°f
EM-1 1,79+0,17°
EM-145 1,78+0,13
EM-64 1,33+0,23¢
EM-135 1,24+0,189
EM-147 1,04+0,069"
EM-137 0,99+0,149N
EM-62 0,77+0,09"
EM-131 0,74+0,01M
EM-148 0,74+0,01"
EM-100 0,67+0,03"ik
EM-139 0,64+0,14NiK
EM-132 0,600,091
EM-42 0,49+0,031
EM-138 0,44+0,12K
EM-103 0,43+009
EM-146 0,42+0,14
EM-10 0,41+007
EM-48 0,39+0,14
EM-133 0,39+0,041
EM-71 0,39+0,09
EM-101 0,38+003
EM-39 0,31+0,104
EM-70 0,29+0,08"
EM-38 0,20+0,07'
p-valor <0,0001
EE 0,07

CV (%) 11,09

Letras iguales en columnas no difieren segin Tukey (p>0,05)
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c. Supervivencia de aislados fungicos a diferentes condiciones de pH y temperatura

> pH

Las cepas fungicas EM-12, EM-49, EM-72, EM-149 y EM-150 se desarrollaron en
todos los valores de pH durante las 72 horas de incubacién, pero se registraron variaciones
entre cepas (Figura 2). A pH 5,8 se obtuvo el mayor crecimiento en todas las cepas, similares
resultados fueron obtenidos por Petrisor et al. (2016), quienes “obtuvieron alta produccion
de biomasa de Trichoderma pseudokoningii a pH 5,5 (1,60 g), seguido de pH 4,5 (1,52 g), y
minima a pH 7,5 y 8,5 (1,35 y 1,36 g)” (p. 12). Las cepas EM-49, EM-72 y EM-150
obtuvieron buen crecimiento a pH 7. De manera similar Singh et al. (2014b), “obtuvieron
alta produccion de biomasa de Trichoderma sp., a pH 6,5, seguido de 7,5y 5,57, sin embargo,
Zehra et al. (2017) encontrd en su estudio que “el crecimiento y la esporulacion de todos los
aislados de Trichoderma disminuyeron con valores de pH por debajo 4,6 o con un aumento
por encima de 7,6” (p. 201). En conclusion “las actividades enzimaticas se ven afectadas por
los cambios en el pH y dependerd de la cepa en estudio como en el estudio de las
quitosanasas” (Da Silva et al., 2012, p. 65).

3 7E+04
EM-150 3,0E+05
5,7E+04

6,7E+04

6 7E+04
8,7E+04

7,0E+04

EM-149

8,0E+04 0
5E+05
EM-72 1,6E+05

1,1E+05

Cepas fungicas

1,4E+05
EM-49 3,4E+05
2,1E+05

4,3E+04
EM-12 1,3E+05
8,3E+04

0,0E+00 5,0E+04 1,0E+05 1,5E+05 2,0E+05 2,5E+05 3,0E+05 3,5E+05
Viabilidad celular

mpH-9 mpH-7 mpH-58 mpH-3

Figura 2. Supervivencia UFC de las cepas fungicas seleccionadas a diferentes pH
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» Temperatura

En la evaluacion realizada a las cepas fungicas EM-12, EM-49, EM-72, EM-149 y
EM-150, se obtuvo que solamente las cepas EM-49 y EM-72 con 6,0X10? y 1,5X10 UFC
respectivamente, lograron sobrevivir al ser expuestas a la temperatura controlada de 50°C
durante 72 horas. En el estudio realizado por Zehra et al. (2017) reportaron que “el
crecimiento de Trichoderma es lento por encima de los 40°C y cesa a los 45°C porque no hay
esporulacion” (p. 201). Singh et al. (2014b) reportaron que cuando “incubaron a 25°C la
biomasa méaxima producida por Trichoderma harzianum fue de 1,42 g; en comparacion con
la incubacion a 20 y 35°C que resulté con la produccion de 0,97 y 0,82 g de biomasa
respectivamente” (p. 3). Silas et al. (2017) mencionan que “la produccion de enzimas también
disminuye por las elevadas temperaturas, ya que la enzima se desnaturaliza” (p. 257). En el
estudio realizado por Legodi et al. (2019) encontraron que “la temperatura de incubacion de
40°C redujo la produccion de celulasa por T. longibrachiatum; mencionan que un aumento
de temperatura a 35°C y 40°C provoc6 una disminucién de la actividad endoglucanasa en

todas las especies de hongos evaluadas” (p. 5).

4.1.2. Cepas bacterianas

a) Aislamiento de bacterias

A partir de las muestras de suelo se obtuvieron 41 aislamientos. La tincion de Gram
de los aislados bacterianos mostré tres grupos principales: con excepcién de las cepas EMB-
217, EMB-230, EMB-235, EMB-261 que presentaron forma esférica y la cepa EMB-260
cuya forma es cocobacilos, el resto de las cepas aisladas fueron bacilos (Tabla 3); en el
estudio realizado por Gagelidze et al. (2018), reportaron que “las bacterias del género
Bacillus prevalecieron en la mayoria de los suelos estudiados, incluido la pradera del bosque
de montafa” (p. 19).
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Caracteristicas de las cepas bacterianas aisladas

Cepa bacteria Endosporas  Tincion de Gram Forma
EMB-100 Central + Bacilo mediano
EMB-200 Central + Bacilo corto
EMB-201 Central + Bacilo mediano
EMB-202 Central + Bacilo mediano
EMB-203 Central + Bacilo mediano
EMB-205 Central + Bacilo mediano
EMB-204 Central + Bacilo mediano
EMB-206 Terminal + Bacilo mediano
EMB-207 Central + Bacilo mediano en cadena
EMB-209 Central + Bacilo corto
EMB-210 Central + Bacilo mediano
EMB-211 Central + Bacilo mediano
EMB-212 Terminal + Bacilo mediano
EMB-213 No formador + Bacilo pequefio
EMB-214 No formador + Bacilo pequefio
EMB-215 No formador + Bacilo pequefio
EMB-216 Central + Bacilo mediano
EMB-217 No formador + Coco
EMB-218 Central + Bacilo mediano
EMB-230 No formador + Coco
EMB-231 Central + Bacilo mediano
EMB-232 Central + Bacilo pequefio
EMB-234 Central + Bacilo mediano
EMB-235 No formador + Coco
EMB-236 Central + Bacilo mediano
EMB-260 No formador + Cocobacilo
EMB-261 No formador + Coco
EMB-262 Central + Bacilo mediano
EMB-263 Central + Bacilo mediano
EMB-264 Central + Bacilo mediano en cadena
EMB-265 Central + Bacilo mediano
EMB-266 Central + Bacilo mediano
EMB-267 Central + Bacilo mediano
EMB-268 Central + Bacilo mediano
EMB-290 No formador + Bacilo pequefio
EMB-320 Central + Bacilo pequefio
EMB-321 Central + Bacilo pequefio
EMB-322 Central + Bacilo pequefio
EMB-323 Central + Bacilo pequefio
EMB-324 Central + Bacilo pequefio
EMB-325 Central + Bacilo pequefio
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b. Actividad enzimatica en agar CMC de cepas bacterianas

Dieciocho de las 41 cepas bacterianas aisladas produjeron halos de hidrolisis en agar
Carboximetilcelulosa. Saini et al. (2017) manifiestan que “el halo alrededor de las colonias
bacterianas indica la produccion de celulasas extracelulares, este halo puede ser de didmetro
variable evidenciando el potencial celulolitico de los aislamientos” (p. 8). La cepa bacteriana
EMB-265 produjo el mayor didmetro de halo de hidrolisis con 1,68 cm (Tabla 4). De manera
similar Singh y Kaur (2012) obtuvieron “30 aislamientos bacterianos, que mostraron
resultados positivos cuando se aplico el rojo Congo con una zona clarade 1 a7 mm” (p. 507).
Por su parte Guzmén et al. (2015) obtuvieron “30 aislados bacterianos con capacidad
celulolitica y seleccionaron el aislado que presentd el mayor promedio del halo de hidrélisis
con 12,33 mm” (p. 12).

Tabla 4
Ensayo celulolitico de aislados bacterianos en agar CMC
Cepas bacterianas Halo Hidrdlisis (cm)

EMB-265 1,68+0,14?

EMB-205 1,44+0,09°
EMB-236 1,34+0,06
EMB-323 1,30+0,08"
EMB-325 1,30+0,11°¢
EMB-234 1,29+0,04%¢
EMB-324 1,29+0,11°¢
EMB-268 1,30+0,03
EMB-321 1,29+0,04%¢
EMB-264 1,22+0,07%
EMB-320 1,19+0,06%
EMB-202 1,19+0,10%
EMB-203 1,08+0,04¢
EMB-322 1,02+0,03¢
EMB-200 0,69+001°

EMB-204 0,67+0,02°
EMB-216 0,62+0,03¢
EMB-261 0,48+0,03°

P-valor <0,0001
Error Estandar 0,04
CV (%) 5,93

Letras iguales en columnas no difieren segin Tukey (p>0,05)
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c. Supervivencia de cepas bacterianas a diferentes pH y temperatura

Para estudios posteriores se eligio el aislado bacteriano EMB-265 que fue el que
presentd el mayor promedio del halo de hidrolisis (Tabla 4); sin embargo, para formar el
consorcio microbiano bacteriano se escogieron los aislados EMB-205 y EMB-236 que fueron

las cepas que produjeron un diametro de halo de hidroélisis mayor a los 1,3 cm.
> pH

“El crecimiento bacteriano depende de las condiciones fisicoquimicas como pH y
temperatura” (Zaved et al., 2008, p 47). Durante la evaluacion realizada a 18 horas en
diferentes condiciones de pH desfavorables (3-5 y 9), los aislados bacterianos EMB-236,
EMB-265 y EMB-205 mantuvieron la supervivencia, posiblemente porque poseen
endosporas, que son estructuras de resistencia que le ayudan a mantenerse cuando las
condiciones no son favorables (Madigan et al., 2015, p 52). En el pH-7 que normalmente esta
presente en los medios de cultivos para el aislamiento y multiplicacion de las bacterias,
presentaron un mayor crecimiento de UFC/mL con respecto a los demas pH evaluados
(Figura 3). De manera similar Saha y Santra, (2014) “encontrando que los pH de 7,2y 7,6

favorecian el crecimiento maximo de las cepas bacterianas” (p. 14).

4,9E+07

pH-9 . 3,2E+07
6,4E+07
9,8E+08

P . -

8,6E+08

6,7E+07
pH-5 BN 65E+07
7,7E+06

Supervivencia pH

1,0E+06
pH-3 2,3E+06
4,0E+06

0,0E+00 2,0E+08 4,0E+08 6,0E+08 8,0E+08 1,0E+09 1,2E+09
Viabilidad celular

EMB-236 ®mEMB-265 ®EMB-205

Figura 3. Supervivencia UFC de cepas bacterianas seleccionadas a diferentes pH
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» Temperatura

Durante la evaluacion de 18 horas a 50°C los aislados bacterianos lograron sobrevivir
y desarrollarse (Figura 4), posiblemente se deba porque “poseen endosporas que son
estructuras de resistencia que le ayudan a mantenerse cuando las condiciones no son
favorables (Madigan et al., 2015, p 52). De manera similar De Souza, y Martins (2001)

encontraron que “la temperatura influye en la secrecion de enzimas extracelulares” (p. 272).

Cepas bacterianas

8,5E+05 9,0E+05 9,5E+05 1,0E+06 1,1E+06 1,1E+06 1,2E+06
Viabilidad celular

Figura 4. Supervivencia UFC de las cepas bacterianas seleccionadas a 50°C

d. Prueba de hemolisis cepas bacterianas
Laevaluacion realizada a las cepas EM-205, EM-236 y EM-265, mostro que las cepas

EM-236 y EM-265 mostraron hemolisis Gamma ya que no existia halo alrededor de la

colonia y la cepa EM-205 tenia hemolisis beta ya que presentd un halo transparente.
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Identificacion molecular de cepas fungicas y bacterianas

La identificacidn hasta especie se realizo a las cepas bacterianas EM-236, EM-265 y
a las cepas fungicas EM-12, EM-49, EM-72, EM-149 y EM-150. La cepa EM-205 no se
identificd por presentar hemdlisis beta.

Basado en la secuencia de ADNr 16s y ADNr rpoB, las bacterias aisladas EMB-236
y EMB-265 se identificaron como perteneciente al género Bacillus; El amplicon del aislado
EMB-236 tenia una identidad de secuencia del 99,03% con Bacillus cereus, con las
secuencias de referencia depositada en el GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX713167.1?report=fasta). ~ Mientras que el
amplicén del aislado EMB-265 tenia una identidad de secuencia del 99,86% con Bacillus
cereus con las secuencias de referencia de las cepas en GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EF157016.1?report=fasta).

Las cepas fungicas aisladas EM-12, EM-49, EM-72, EM-149 y EM-150 por sus
secuencias de ADNr ITS se identificaron como perteneciente al género Trichoderma. El
amplicon del aislado EM-12 tenia una identidad de secuencia del 99,48, con la secuencia de
referencia de T. longibrachiatum depositada en Genbank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK910065.1?report=fasta). El amplicon del aislado
EM-49 revel6 una identidad del 99,30% con la secuencia de referencia de T. reesei (Tabla 5)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT229303.1?report=fasta). Mientras que el aislado
EM-72 presento una identidad de secuencia del 100%, con la secuencia de referencia de T.
longibrachiatum  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT131278.1%report=fasta). En
cambio el aislado EM-149 presento una identidad de secuencia del 99,50%, con la secuencia
de referencia de T. longibrachiatum
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT052707.1?report=fasta) y el aislado EM-150
presento una identidad de secuencia del 99,86%, con la secuencia de referencia de T.

longibrachiatum (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KU317858.1?report=fasta).
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En trabajos similares, Legodi et al. (2019) realizaron “la identificacion de los mejores
6 aislamientos seleccionados por el tamafio del halo de hidrélisis y reportaron la
identificacion de las especies como T. longibrachiatum, T. harzianum y Aspergillus

fumigatus” (p. 3).

Tabla 5
Identificacion de aislados bacterianos y fungicos
Aislamientos Identificacion % de identidad

EM-49 T. reesei 99.30
EM-12 T. longibrachiatum 99.48
EM-72 T. longibrachiatum 99.48
EM-149 T. longibrachiatum 100
EM-150 T. longibrachiatum 99.50
EM-236 Bacillus cereus 99.03
EM-265 Bacillus cereus 99.86

4.3. Evaluacion de inoculo fungico en el proceso de compostaje

Para este ensayo se evaluaron solamente las cepas fungicas que fueron identificas
como T. longibrachiatum y T. reesei. Las cepas bacterianas identificadas como Bacillus
cereus no se consideraron como inéculo ya que se considera que faltan méas estudios para
poder liberarlas al ambiente, ya que ciertos autores como Pérez, (2012) “le reconocen su
caracter de patdgeno oportunista” (p. 105); este tipo de bacterias poseen un complejo de
enterotoxina que induce la pérdida de liquido de las células intestinales en humanos (Madigan
etal., 2015, p 719).

4.3.1. Aplicacion del indculo fangico

Los cuatro cultivos de T. longibrachiatum y de la cepa de T. reesei se mezclaron en

la misma cantidad para obtener un indculo mixto; inoculandose 500 g en la mezcla de
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residuos (T2) a los 38 dias de proceso de compostaje, cuando el pH habia disminuido a 7,65;
se lo realiz6 en este punto del proceso porque en la evaluacion de supervivencia a pH 9, el
crecimiento (UFC/mL) no fue el mismo comparado al crecimiento del pH 5,8 (Grafico 2).
Varma et al. (2017) manifiestan que “la mayoria de las especies de hongos prefieren un
ambiente &cido; sin embargo, pueden tolerar un amplio rango de pH” (p. 7). Shahid et al.
(2011) reportaron que “el méximo crecimiento y esporulacion de T. longibrachiatum ocurre
a una temperatura de 30°C y un pH de 7.0” (p. 149). Por su parte Neher et al. (2013)
consideran que “la fase de curado ofrece un sustrato y un ambiente favorable para la
recolonizacion microbiana, que puede lograrse con la inoculacién de microorganismos con

caracteristicas adecuadas como la produccion de enzimas” (p. 8).

4.3.2. Parametros evaluados

a) Temperatura

La temperatura en ambas pilas fue superior a 50°C durante los dias 2, 3, 4 y 5,
alcanzando un pico maximo mayor a 55°C en el dia 4 (Figura 5), tendencias similares en la
temperatura presentaron Nair y Okamitsu (2010) (p. 979) y Yang et al. (2019) (p. 558); “el
répido incremento en la temperatura es indicativo de la descomposicion microbiana activa y
el proceso de degradacion temprano presente en la mezcla de residuos (cascara de mani +
gallinaza)” (Nutongkaew et al., 2014, p. 278). Bazrafshan et al., (2006b) mencionan que
“temperaturas superiores a los 60°C, reducen la actividad metabolica de los
microorganismos” (p. 117). Acosta et al. (2006) consideran “Optimas las temperaturas entre
35-55°C para conseguir la eliminacion de patdgenos, parasitos y semillas de malas hierbas”
(p. 223). Manifiestan también que “a temperaturas muy elevadas, muchos microorganismos
de interés para el proceso mueren y otros no actuan al estar esporulados”. A partir de los 14

dias de compostaje, las temperaturas en ambas pilas de compostaje fueron inferiores a 35°C.
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Figura 5. Cambios de temperatura durante el compostajeen T1y T2
b) Potencial hidrdgeno (pH)

El valor de pH inicial para las pilas 1 y 2 fue 8,58 y 8,72 respectivamente;
posteriormente durante los primeros ocho dias de compostaje, los valores de pH en las dos
pilas aumentaron para alcanzar los picos maximos que oscilaron entre 9,53 y 9,47, similar a
lo reportado por Pan et al. (2011) quienes obtuvieron “valores iniciales de pH entre 4,0y 9,0
dependiendo del sustrato utilizado” (p. 131). “Los valores de pH superiores a 9,0 podrian
estar relacionados con una elevada cantidad de compuestos de nitrégeno en el compost”
(Vobérkova et al., 2017, p. 159). En este estudio disminuyeron paulatinamente y llegaron a
estabilizarse con valores finales de pH que fluctuaron entre 7,37 y 7,41 en ambas pilas de

compost (Figura 6).

Los resultados obtenidos en este estudio fueron similares a los reportados por
Nutongkaew et al. (2014) durante “el compostaje de lodo de biogas de molino de aceite de
palma mezclado con racimos de fruta vacia de palma rallada y torta decantadora” (p. 278); y
con el estudio de Huang et al. (2017) durante “el compostaje obtenido en la mezcla con
estiércol de ganado” (p. 5). Los resultados obtenidos también se encuentran en los limites
permisibles por la NCh2880 (2003), que establece “un limite comprendido entre 5y 7,5”;

también con la norma CCME, (2005), que establece “un limite comprendido entre 5y 8,5y
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con la NADF-020-AMBT (2012) que establece “un limite comprendido entre 6,7 y 7,5 para
compost tipo A” (p. 77).

Inoculacion  con  cepas de
Trichoderma (EM-12; EM-49; EM-
72; EM-149 y EM-150

M

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 14 17 21 38 45 52 58 66 105 113 120 134 142 150
Tiempo (dias)

—e—T1 (SIN INOCULACION) —— T2 (CON INOCULACION)

Figura 6. Variacion del pH durante el proceso de compostaje en T1y T2

¢) Conductividad eléctrica

“El compost con alta CE libera un exceso de sales solubles, teniendo un efecto
negativo en el crecimiento y el rendimiento de las plantas” (Chan et al., 2016, p. 840). La CE
en las dos pilas (Sin inoculacién y con inoculacion) disminuyé y se estabilizo al final del
proceso de compostaje, alcanzando valores que oscilaron entre 1,33 y 1,04 dS mY,
respectivamente (Figura 7). Similares resultados fueron reportados por Rashad et al. (2010)
quienes obtuvieron en diferentes compostas con valores “que oscilaron entre 0,79 y 1,04 dS
m™” (p. 5954) y con Isaza-Arias, et al. (2009) quienes obtuvieron “un valor de 1.0 dS m™ en
el tratamiento con volteo manual” (p. 238). A los 150 dia ambos tratamientos estuvieron en
el rango establecido por la NCh2880, (2003) “(<3 dS/m)” y la NADF-020-AMBT, (2012)
“(< 4 dS/m) para compost tipo A” (p. 77).
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Figura 7. Cambios de CE durante el proceso de compostajeen T1y T2

d) Humedad

El contenido de humedad en las dos pilas al inicio fue del 62,2 y 64,5%
respectivamente y durante los 150 dias de proceso, “se mantuvo en el rango recomendado
del 50 al 65%” (Vallini et al., 2002, p. 197; Mohee y Mudhoo, 2005, p. 96; Elcik et al., 2016,
p. 216). Durante el proceso de compostaje se registraron picos bajos en el contenido de
humedad en ambos tratamientos en los primeros dias (Figura 8) posiblemente “se debi6 a la
temperatura elevada y durante el proceso por el volteo frecuente de las pilas de compostaje”
(Nutongkaew et al., 2014, p. 278), y también pudo ser ocasionado “por la perdida de agua en
forma de lixiviado” (Krogmann y Woyczechowski, 2000, p. 235), “en dependencia de las
materias primas empleadas” (Acosta et al., 2006, p. 223).
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Figura 8. Cambios de humedad durante el proceso de compostajeen T1y T2

e) Fitotoxicidad

“El indice de germinacion de semillas es un indicador de la madurez del compost ya que
comprueba si durante el proceso de compostaje se reducen los compuestos fitotoxicos que
inhiben la germinacién de las semillas y el crecimiento radicular’ (Wong et al., 2009, p.
3329). En este estudio a los 150 dias de proceso de compostaje, ambos tratamientos se ajustan
a lo establecido en la NADF-020-AMBT, (2012) “(IG > 85 %) para compost tipo A” (p. 77);
sin embargo, el IG fue mas alto para el tratamiento inoculado que para tratamiento sin
inocular (Tabla 6). similares resultados fueron reportados por Selim et al. (2012) “para las

pilas que fueron inoculadas” (p. 71).

Tabla 6
Indice de germinacidn de semillas de rabano
Crecimiento de radicula relativo (cm) indice de germinacion %
Sin inoculacion Con inoculacion Sin inoculacion Con inoculacién
13.1 13.8 87,58 93,50
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f) Contenido nutricional

En ambos tratamientos el contenido de nitrogeno (Tabla 7) se encuentra en los limites
establecidos por la NCh2880, (2003), “(> 0,8%); en cambio el fosforo debe ser > 0,1% sobre
la base seca” (p. 11). El contenido de Cobre y Zinc se encuentran en los limites establecidos
por la NCh2880, (2003), donde se estipula que “el contenido maximo de cobre y Zinc en el
compost para utilizarlo en agricultura organica debe ser 50 y 60 ppm, respectivamente”
(p.13). “Cuando se presentan bajos contenidos de nutrientes en el producto final es porque
durante la segunda fase mesofilica (enfriamiento), los nutrientes se convierten en un factor
limitante, provocando la disminucién de la actividad microbiana y la produccién de calor”
(Ryckeboer et al., 2003, p. 352). De manera similar Jadia y Fulekar, (2008) reportaron que
“con la concentracion de 5 ppm de Cu en girasol obtuvieron la mayor tasa de germinacion
(75 %), sin embrago con la concentracion de 20 ppm obtuvieron el mejor promedio en la

longitud de la raiz (13,8 cm)”.

Tabla 7

Concentraciones totales de macro y micronutrientes en el compost
Elemento Unidad Sin inoculacion Con inoculacion
Nitrogeno N % 1,34 1,12
Fosforo P % 0,87 0,83
Potasio K % 0,80 0,70
Calcio Ca % 7,53 5,96
Magnesio Mg % 0,48 0,47
Azufre S % 0,20 0,18
Boro B ppm 0,1 0,1
Zinc Zn ppm 36,7 35,5
Cobre Cu ppm 11,1 9,8
Hierro Fe ppm 1007 1443
Manganeso Mn ppm 56,0 56,8
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“Enlo que respecta al contenido de materia orgénica se obtuvieron valores finales de 71,55 %
para el tratamiento sin inoculacion y de 68,73% para el tratamiento inoculado; similar a lo
reportado por Elorrieta et al. (2002), durante “el compostaje formado por la mezcla de
desechos de pimiento e inoculado con Trichoderma sp., (p. 125), también es similar con el
estudio de Gaind et al. (2005) quienes utilizaron “un inéculo mixto Trichoderma viride,
Phanerochaete chrysosporium y Aspergillus nidulans” (p. 303). En ambos tratamientos el
contenido de materia organica se encuentra en los limites establecidos por la NCh2880,
(2003), (> 45%) (p. 14).

g) Analisis microbioldgico

Al final del proceso de compostaje se observd la presencia de Staphylococcus,
coliformes totales y fecales (Tabla 8), similares resultados fueron reportados por Hassen et
al. (2001), quienes obtuvieron “una reduccion en el numero de Staphylococcus, coliformes
totales y fecales durante la fase termofilica del proceso de compostaje. Sin embargo,
mencionan que a partir de la novena semana aparecio una fase de resurgimiento en todas las
hileras” (pp. 221-222). En el estudio realizado por Erickson et al. (2015) encontraron que
“la inactivacion de patdgenos en mezclas de compost modificadas con paja de trigo o cascara
de mani dependia del patdégeno objetivo, el nivel de humedad y la temperatura de

almacenamiento” (p. 248).

En este ensayo el tratamiento inoculado presenté menores valores de UFC.g* en
todos los parametros microbiologicos evaluados, debido posiblemente “por las cepas
fangicas que actian como controladores bioldgicos contra patdgenos. Los hongos del género
Trichoderma utilizan mecanismos de biocontrol como el micoparasitismo, la antibiosis y la
competencia por nutrientes o espacio” (Harman, 2000, p. 387; Sempere y Santamarina, 2010,
p. 340). Sood et al. (2020) sefialan que se debe de “promover el uso de especies de
Trichoderma como alternativa valida a los plaguicidas en la era de una economia verde que

tiene como objetivo promover la salud humana y la proteccion del medio ambiente” (p. 15).
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El tratamiento con inoculaciéon esta dentro de “los limites permisible de la norma de
compostaje CCME, (2005) que estipula <1000 UFC.g* de Coliformes fecales” (p. 16).

Tabla 8

Densidad de patdgenos (UFC.g™?) al final del proceso de compostaje
Microorganismos Sin inoculacion (UFC.gY) Con inoculacién (UFC.g?)
Coliformes totales 4,3X10° 5,8X10?
Coliformes fecales 3,0X10° 1,7X10?
Salmonella >3 <3
Mesofilos aerobios 3,4X10° 9,6X10°
Staphilococos 1,67X10° 1,0X10?

h) Supervivencia de las cepas inoculadas

En el recuento realizado en los sustratos a los 150 dias del proceso de compostaje se
detectaron cepas de Trichoderma con caracteristicas parecidas a las cepas inoculadas. Esto
se lo detectd en placas con agar papa dextrosa. Se hace conocer que en el tratamiento no
inoculado no se detect6 el crecimiento de hongos del género Trichoderma, pero si se

detectaron otros tipos de hongos como Aspergillus y Penicillium.
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CAPITULO V.
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

Se aislaron un total de 89 cepas de microorganismos (41 bacterias y 48 hongos) del
suelo de la Loma de Mil Pesos; de las cuales por la capacidad de degradacion de la celulosa
se seleccionaron 50 microorganismos (18 bacterias y 32 hongos).

La bacteria EMB-265 produjo el mayor halo de hidrolisis de la celulosa (1,68 cm),
mientras que el hongo EM-72 fue el que produjo el mayor halo de hidrolisis de la celulosa
(3,46 cm).

Las bacterias EM-236 y EM-265 se identificaron como Bacillus cereus; mientras que
las cepas de hongos EM-12, EM-72, EM-149, EM-150 se identificaron como Trichoderma
longibrachiatum y la cepa EM-49 se identific6 como Trichoderma reesei.

En lo relacionado al compostaje los parametros evaluados en ambos tratamientos se
encuentran dentro de los rangos exigidos por la NCh2880, (2003) y la norma NADF-020-
AMBT, (2012). En lo que respecta al seguimiento se encontr6 la supervivencia de las cepas

fangicas inoculadas, a los 150 dias del proceso de compostaje.
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5.1. RECOMENDACIONES

Evaluar la actividad enzimatica de las cepas de T. longibrachiatum y T. reesei en

compostaje empleando otros residuos agropecuarios.

Evaluar el potencial de las cepas de T. longibrachiatum y T. reesei como

biocontroladoras de patdgenos en especies vegetales de importancia agroalimentaria.

Determinar la capacidad promotora de crecimiento de las cepas de T.

longibrachiatum y T. reesei en diferentes cultivos de importancia agroalimentaria.

Evaluar la produccién de celulasas por las cepas de T. longibrachiatum y T. reesei en

un amplio rango de valores de pH y de temperatura de incubacion.

Hacer andlisis metagendmico a partir de muestras suelo para explotar el potencial

oculto de los microorganismos no cultivables.
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Anexo 1. Aislados bacterianos

EMB-236

ANEXOS

TS

IBARRA - ECUADOR

Instituto de
Posgrado



Instituto de
Posgrado

TS

IBARRA - ECUADOR

Anexo 2. Aislados fungi

Foto 2. Estructuras morfolégicas de aislados fungicos
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placas de agar carboximetilcelulosa con rojo Congo
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Foto 5. Supervivencia de las cepas EM-49 y EM-149 a pH-3

Foto 6. Supervivencia de las cepas EM-49 y EM-72 a 50°C

Anexo 5. Evaluacion de la fitotoxicidad

t

Foto 7. Filtracion (ay b), semillas en papel filtro (c) y plantulas de rabano (d).
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