Revista de la Facultad de Ciencias
Agrarias

ISSN: 0370-4661
ccea@fca.uncu.edu.ar
Universidad Nacional de Cuyo
Argentina

Monserrate Guzman Cedefio, Angel; Zambrano Pazmifio, Diego Efrén; Rondén, Ana
Julia; Laurencio Silva, Marta; Pérez Quintana, Manuel; Ledn Aguilar, Rolando; Rivera
Fernandez, Rubén
Aislamiento, seleccién y caracterizacion de hongos celuloliticos a partir de muestras de
suelo en Manabi-Ecuador
Revista de la Facultad de Ciencias Agrarias, vol. 46, nim. 2, 2014, pp. 177-189
Universidad Nacional de Cuyo
Mendoza, Argentina

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=382837658004

Coémo citar el articulo I &\ /!

Namero completo Sistema de Informacion Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3828
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3828
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3828
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=382837658004
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=382837658004
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=3828&numero=37658
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=382837658004
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=3828
http://www.redalyc.org

Rev. FCAUNCUYO. 2014. 46(2): 177-189. ISSN impreso 0370-4661. ISSN (en linea) 1853-8665.

Aislamiento, seleccidon y caracterizacion de
hongos celuloliticos a partir de muestras de suelo

en Manabi-Ecuador

Isolation, selection and characterization of cellulolytic fungi
from soil samples in Manabi-Ecuador

Angel Monserrate Guzman Cedefio "2, Diego Efrén Zambrano Pazmifio °,
Ana Julia Rondén 4, Marta Laurencio Silva 4, Manuel Pérez Quintana 4,
Rolando Leodn Aguilar 4, Rubén Rivera Fernandez 3

Originales: Recepcién: 26/05/2014 - Aceptacién: 07/10/2014

RESUMEN

La investigacién tuvo como objetivo aislar,
seleccionar y caracterizar, a partir de muestras
de suelo, hongos filamentosos con actividad
celulolitica, que tengan aplicacién futura como
indculo en el compostaje de residuos organicos
fibrosos. Se consideraron cinco ambientes de
muestreo: agricultura organica (AQO); agricultura
convencional (AQ); bosque artificial (BM);
area cafiera (RC) y pilas de compost (AC).
Para el aislamiento, se realizaron diluciones
seriadas y siembra en Agar-Saboroud celulosa.
Las colonias crecidas fueron purificadas por
agotamiento hasta obtener un cepario de 131
hongos celuloliticos. El criterio de seleccion
fue el crecimiento sobre agar-Saboroud con
modificaciéon de la fuente de carbono por
Carboximetilcelulosa y su reaccién positiva
frente a la prueba de rojo congo, en el que
se observaron zonas claras alrededor de las
colonias en 48 hongos celuloliticos, de los
cuales fueron seleccionados los que produjeron
el mayor halo (AO-1; AO-2; AO-4; AO-5; AO-6;
AO-8; AQ-3; AQ-8 y RC-3) a los que se evalué
el crecimiento a diferentes pH (3, 5, 7, 9) y

ABSTRACT

The research aimed to isolate, select, and
characterize cellulolytic flamentous fungi from
soil for future implementation as inoculum in
the composting of fibrous organic waste. Five
sampling environments were considered: organic
agriculture (OA); conventional agriculture (AQ);
artificial forest (BM); sugarcane area (RC) and
compost piles (AC). For the isolation, serial
dilutions were plated onto Agar-Sabouraud
cellulose. The grown colonies were purified by
depletion until obtaining a strain collection of
131cellulolytic fungi. The selection criterion was
the growth on nutrient agar with modification of
the carbon source by carboxymethylcellulose,
and its positive reaction for red congo test,
in which clear zones around colonies were
observed on 48 cellulolytic fungi, from which
fungi that displayed the highest ratio of halo were
selected (AO-1,A0-2,A0-4,AO-5,A0-6,A0-8,
AQ- 3 ,AQ-8 and RC-3) growth was evaluated at
different pH values (3, 5, 7, 9 ) and temperature
(50 -70°C). The AO-8 showed higher halo
fungus cellulose hydrolysis with 10.33 mm
of growth and stability at different pH and
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temperaturas (50 y 70°C). El hongo AO-8 mostré
mayor halo de hidrdlisis de celulosa con 10,33 mm
y estabilidad de crecimiento en los diferentes
niveles de pH y temperatura estudiados; por lo
cual se determind su dinamica de crecimiento,
encontrando respuesta logaritmica hasta las
96 horas; también se evalud la actividad amilolitica
y pectinolitica registrando11,75 y 2,75 mm,
respectivamente. De acuerdo con estos resultados
el hongo AO-8 posee potencial para ser usado
como inéculo en la elaboraciéon de compost.

Palabras clave

hongos filamentosos « indculo fungico
» compostaje * plasticidad ecoldgica
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temperature levels; so their growth dynamics
are determined by finding logarithmic response
until 96 hours; furthermore amylolytic and
pectinolytic capacity was evaluated reflecting
11.75 and 2.75 mm, respectively. According to
these results, the AO-8 fungus has potential to
be used as inoculum for composting.

Keywords

filamentous fung ¢ fungal inoculum -
composting « ecological plasticity

INTRODUCCION

El compostaje es un proceso bioxidativo que da lugar a un producto organico
altamente estable denominado compost. Se puede definir, ademas, como la
mineralizacion y humificacién parcial de las sustancias organicas mediante
reacciones microbianas (Varnero et al., 2011). Los hongos filamentosos pueden
estar implicados durante el proceso de compostaje mediante la participacion en la
degradacién aerdbica de la materia organica debido a su alta capacidad lignocelulolitica
(Munero et al., 2005 y Pérez et al., 2010). Asimismo estos hongos intervienen en
la solubilizacién de compuestos organicos complejos y compuestos inorganicos
(Baldrian et al., 2012).

En contrapartida, muchas especies de hongos son fitopatégenos; de ahi la
importancia de realizar una correcta caracterizacion de estos microorganismos para
su utilizacion como inéculos en la elaboracion de compost (Zhang et al., 2011); sobre
todo si se considera que el proceso de compostaje tiene una duracién variable, debido
a la calidad de los residuos, el tamano de particula, disposicion de la pila, aireacion,
humedad y basicamente la poblacion microbiana activa, entre los que se encuentran
los hongos filamentosos (Varnero et al., 2011).

Los inéculos conformados por bacterias y hongos filamentosos contribuyen a la
reduccion del tiempo de formacién y maduracion del compost (Chanda et al., 2013).
No obstante, son escasos los resultados informados en la literatura cientifica
sobre inéculos nativos, a partir de microorganismos aislados de muestras de suelo
y de residuos organicos en proceso de descomposicion, que se empleen para
acelerar la transformacion de residuos organicos fibrosos, entre ellos la celulosa
(Zhang et al., 2011). Entre estos trabajos se reporta la evaluacion de un cultivo formado
por una mezcla de hongos enddégenos seleccionados de pilas de compostaje, donde
se determind que la estabilidad y madurez del compost se alcanz6 en menor tiempo
en las pilas inoculadas que los tratamientos sin inocular (Vargas et al., 2007).
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La celulosa es la molécula organica mas abundante y disponible en la
naturaleza para ser sintetizada y degradada por una variedad de microorganismos
(Martinez et al., 2008). Los organismos capaces de degradar la celulosa son
principalmente hongos y bacterias, ellos son reconocidos por la habilidad de producir
enzimas no solo celulasas sino también amilasas, proteasas y peptidasas entre otras;
que permite el reciclado de material organico de nuevo al suelo. La hidrdlisis de la
celulosa se realiza mediante un complejo enzimatico llamado celulasas, constituido
basicamente por tres enzimas: endoglucanasas, exoglucanasas y B-glucosidasas.
Sin embargo, no todas las especies pueden producir elevados niveles de enzimas
extracelulares que, a su vez, no sean afectadas por factores fisicos y quimicos
durante el proceso de hidrolisis (Gutiérrez et al., 2008; lzquierdo et al., 2010;
Oviedo et al., 2012; Lan et al., 2013).

En Ecuador y particularmente en Manabi se ofertan indculos, importados, como
catalizadores del proceso de compostaje; sin embargo no se ofrece informacion
acerca de la procedencia e identificacion a nivel de especie, de los microorganismos
que contienen, ante lo cual no es posible referir con especificidad el resultado de su
uso (MAGAP, 2008). Esta situacién conduce al empleo de microorganismos nativos,
aislados de suelos de la localidad, plenamente identificados y caracterizados segun
criterios de efectividad como inéculo en el compostaje de residuos organicos fibrosos.

El objetivo del presente trabajo fue aislar, seleccionar y caracterizar, a partir
de muestras de suelo, hongos filamentosos con actividad celulolitica, que tengan
aplicacion futura como indculo en el compostaje de residuos organicos fibrosos.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras de sustratos de los diferentes ambientes

En una amplia zona de vida Tropical Subhumeda correspondiente a la provincia de
Manabi-Ecuador, que registra una temperatura promedio de 28°C y alrededor de 800 mm
de precipitacion anual, repartido en un periodo lluvioso de seis meses (diciembre-mayo),
se extrajo en el mes de marzo de 2011 cuatro muestras compuestas de suelo y una
muestra de compost de cinco ambientes diferentes, que se describen a continuacion:

1) Areade agricultura organica (AO).- Se encuentra en las coordenadas S 00°49'17"
y W 80°10'68",esta dedicada a la practica agroecoldgica de policultivos horticolas,
incorporacion constante de material organico al suelo, fresco o estabilizado, y un
valor de materia organica (MO) alrededor del 4,06%, de acuerdo con el resultado
del analisis quimico realizado a una muestra compuesta del lugar.

2) Area de agricultura convencional (AQ).- La posicién geogréafica del sitio
corresponde a las siguientes coordenadas S 00°49'36" y W 80°10'85", aqui se
realizan cultivos intensivos de ciclo corto, empleando practicas agronémicas
quimico-mecanizadas, posee suelo de topografia plana, buen drenaje y 1,37%
de MO, de acuerdo con el resultado del analisis quimico realizado a una muestra
compuesta del lugar.
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3) Bosque artificial (BM).- Situado entre las coordenadas geograficas S 00°49'50" y
W 80°10'90", esta conformado principalmente por las especies maderables: Caoba
(Swieteni amacrophylla), guachapeli (Albizia guachapele) y roble (Quercus robar),
de aproximadamente 20 afios de edad, que ha generado una capa de hojarasca
en el suelo de unos cinco centimetros; tiene asociado vegetacion espontanea,
gramineas de porte bajo y dicotiledoneas tolerante a sombra, el suelo contiene
4,05% de MO, de acuerdo con el resultado del analisis quimico realizado a una
muestra compuesta del lugar.

Estos tres ambiente pertenecen al campus politécnico de la Escuela Superior
Politécnica Agropecuaria de Manabi "Manuel Félix Lépez" (ESPAM-MFL), ubicada
en el cantén Bolivar.

4) Area de produccién de cafia de azucar (RC).- de aproximadamente 10 afios de
explotacion en monocultivo, tiene una evidente acumulacion de residuos fibrosos,
alta retenciéon de humedad y 1,61% de MO en el suelo, de acuerdo con el resultado
del analisis quimico realizado a una muestra compuesta del lugar.

Ellugar pertenece al cantdon Chone y se ubica entre las coordenadas geograficas
S 00°44'03" y W 80°04'67".

5) Unidad de produccién de compost (AC).- ambiente bajo cubierta y piso de cemento
donde se composta grandes volumenes de residuos organicos de bananera,
pollinaza y bovinaza; se emplea maquinaria para la remocién y volteos de los
materiales, el sistema de compostaje es abierto y existen pilas en diferentes etapas
del proceso, la escogida para el muestreo tenia ocho semanas de duracién y
25,51% de MO, de acuerdo con el resultado del analisis quimico realizado a una
muestra compuesta de la pila.

Esta infraestructura pertenece a la bananera organica "Nueva Esperanza" ubicada
en el cantén Tosagua entre las coordenadas S 00°44'12" y W 80°12'39".

En cada uno de los cuatro primeros ambientes se extrajo una muestra compuesta
de suelo de 500 g, a partir de cinco submuestras/ambiente; éstas se tomaron a una
profundidad de 10 cm desde la superficie del suelo, previamente despojado de residuos
organicos gruesos. Los sitios de muestreo fueron escogidos por el habitat favorable
al nicho ecoldgico de los microorganismos celuloliticos: abundancia de residuos
organicos fibrosos, humedad suficiente en el suelo, presencia de arboles frondosos o
vegetacion espontanea vigorosa en el lugar (Goyal et al., 2005 y Alvarado, 2010). En
el quinto ambiente se tomaron cinco submuestras de compost a 10 cm de profundidad
de la pila, se homogenizé y se extrajo una muestra de 500 g.

Aislamiento y seleccién preliminar de los hongos

Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Biologia Molecular de la
ESPAM "MFL". Para el aislamiento se tomé 1 g de sustrato de las muestras colectadas
en cada uno de los ambientes y se sigui6 la metodologia de las diluciones seriadas
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(Stanier e Ingraham 1996). Se efectuaron diluciones hasta 10 y se sembraron por
triplicado en medio agar sabouraud modificado que contenia dextrosa 1,0%, celulosa
amorfa (Himedia) 1,5% y agar noble 1,5%, con pH ajustado a 5,6. Se incub6 por
72 horas a 30°C % 2; transcurrido este tiempo se escogieron todas las colonias por
sus caracteristicas morfolégicas macroscopicas de forma, color, tamafo, borde,
superficie y elevacion, se resembraron y purificaron para su conservacion en tubos
con agar sabouraud, inclinado.

Preseleccion de hongos degradadores de celulosa

Para seleccionar los hongos segun su capacidad de degradar celulosa,
se sembraron los hongos aislados en puncién en el medio de cultivo agar
Carboximetilcelulosa (CMC); el medio estaba compuesto por CMC 1%, extracto
de levadura 0,25%, peptona 0,25%, sulfato de amonio 0,05%, cloruro de calcio
0,05%, fosfato monobasico de potasio 0,01%, fosfato dibasico de potasio 0,01%
y agar 1,5%; el pH del medio fue ajustado a 7,0 y se incubé a 30°C por 72 horas.
Se reveld el medio con la solucion de rojo congo al 1% (p/v) (Wen-Jinget al., 2005;
Gaitan y Perez, 2007). El colorante se dej6 actuar por 15 minutos. Se retir6 el exceso
y se lavé dos veces con solucion de cloruro de sodio 2 mol/L, dejando en reposo
durante quince minutos. Se determind la actividad celulolitica por la presencia de
zonas claras (halos) manifestado por la hidrélisis de la celulosa cuyo diametro fue
medido en milimetros (Constantino et al., 2011; Ortiz y Uribe, 2010). Como control
positivo se empled Pleurotus ostreatus, dado su comprobada actividad celulasa
(Valaskova y Baldrian, 2006; Valencia, 2009).

Capacidad de crecimiento de los hongos celuloliticos aislados que
produjeron halo de hidrélisis

Los hongos celuloliticos aislados se sembraron en puncién en medio Sabouraud
con pH ajustado a 5,6 e incubados a 30°C, por 72 horas; transcurrido este tiempo se
midio el crecimiento radial.

Influencia del pH sobre el crecimiento de los hongos celuloliticos aislados

Con cada uno de los hongos celuloliticos aislados se preparé un pre-indculo en
caldo arroz al 3% y pH 5,6, este medio no requiere tratamiento térmico interno para la
esterilizacion, lo cual facilita la produccién de inéculos artesanales (Otalora et al., 2001;
Chavez, 2006), se incubd a 30°C por 72 horas y una agitacion de 140 rpm en zaranda
termostatada (Guillen et al., 1999). De cada cultivo se tomaron 5 mL con 10® UFC.
mL-" y se inocularon en erlenmeyers de 125 mL de capacidad efectiva y 45 mL de
caldo arroz. El pH fue ajustado a 3-5-7-9 con HCI 0,1 N. Todas las muestras fueron
incubadas a 30°C por 72 horas. El micelio (biomasa) se filtré y secé a 60°C para luego
ser pesado en gramos (Henao et al., 2006).

Efecto de latemperatura sobre el crecimiento de los hongos celuloliticos aislados
Con cada uno de los hongos celuloliticos aislados se preparé un pre-indculo en
caldo arroz al 3% con pH 5,6, se incub6 a 30°C por 72 horas y una agitacion de 140 rpm
en zaranda. De cada cultivo se tomaron 5 mL con 108 UFC.mL™" y se inocularon en
erlenmeyer de 125 mL de capacidad efectiva con 45 mL de caldo arroz a pH 5,6 e
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incubaron a 50 y 70°C por 72 horas. El micelio (biomasa) se filtré y sec6 a 60°C para
luego ser pesado en gramos (Henao et al., 2006).

Caracterizacion del hongo celulolitico seleccionado

Al hongo celulolitico aislado que resulté con mejores valores en la degradacion
de la celulosa y el crecimiento a distintos niveles de pH y temperatura se le realizé
las siguientes caracterizaciones, empleando tres réplicas analiticas en cada prueba:

Dinémica de crecimiento

Al hongo celulolitico seleccionado se le realizé una dinamica de crecimiento a las
0,6,12,18,24,48,72,96 y 120 horas; la evaluacién del crecimiento fue llevada a cabo
en erlenmeyers de 125 mL de capacidad, para lo cual se empled un pre-inéculo fresco,
concentrado 10°y se inocul6 en 50 mL de caldo arroz con pH de 5,6. Cada uno de los
tratamientos se incubaron a 30°C con agitacion de 140 rpm en zaranda termostatada
(Henao et al., 2006). En los tiempos indicados se retiraron los erlenmeyers, el micelio
(biomasa) se filtré y secé a 60°C para luego ser pesado en gramos.

Actividad amilolitica

El hongo celulolitico seleccionado se inoculd en placas con agar almidén al
1% (p/v). El medio se modificé con una composicién a base de almidén soluble 1%,
extracto de levadura 0,25%, peptona 0,25%, sulfato de amonio 0,05%, cloruro de
calcio 0,05%, fosfato monobasico de potasio 0,01%, fosfato dibasico de potasio 0,01%
y agar 1,5%. El pH se ajusto a 5,6. Se incub6 a 30°C por 72 horas. La degradacién
se revelo utilizando una solucién de lugol al 0,5% (p/v). Se empleé como control
positivo el hongo Aspergillus niger el cual tiene comprobada capacidad amilolitica
(Rodriguez et al., 2006).

Actividad pectinolitica

El hongo celulolitico seleccionado se inocul6 en agar pectina al 1% (p/v). El medio
se modificé con una composicion a base de pectina soluble 1%, sulfato de amonio
0,05%, cloruro de calcio 0,05%, fosfato monobasico de potasio 0,01%, fosfato dibasico
de potasio 0,01% y agar 1,5%. El pH se ajusté a 5,6; se incubé a 30°C por 72 horas.
La actividad pectinolitica se determind por la presencia de zonas de aclaramiento
alrededor de las colonias, revelado con lugol (Sun y Zhao, 2010; Valencia et al., 2011).
Se empled como control positivo el hongo Colletotrichum sp. El cual tiene comprobada
capacidad pectinolitica (Agrios 2005; Valencia, 2009).

Analisis estadistico de los resultados

En los criterios de seleccion: degradacion de celulosa y crecimiento radial de los
hongos celuloliticos aislados se calcularon la media y desviacidon estandar entre las
réplicas analiticas de cada cepa. A los hongos seleccionados por el mayor halo de
hidrélisis en CMC, peso de biomasa a distintos niveles de pH y temperatura se efectué
un analisis de varianza segun Disefio Completamente Aleatorizado y prueba de Tukey
para la comparacion de medias donde se encontré significacion estadistica. Para el
procesamiento de los datos se utilizé el software estadistico INFOSTAT Version 1
(Balzarini et al., 2001).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y seleccién preliminar de los hongos

Se aislaron un total de 131 hongos de los cinco ambientes de muestreo que se
encuentran distribuidos asi: area organica (21); area convencional (50); bosque (16);
area cafera (19) y de compost (25). Se observa que el mayor nimero de hongos
celuloliticos aislados corresponden al area convencional, lo cual puede estar dado,
porque estos microorganismos, con capacidad celulolitica y menor exigencia a factores
de tipo nutricional, pueden adaptarse mejor en ambientes mas degradados y de baja
fertilidad natural (Alcarraz et al., 2010).

Seleccion de hongos celuloliticos

En la tabla 1 (pag. 184) se sefalan los 48 hongos celuloliticos aislados que
produjeron actividad celulolitica en CMC; estos resultados son similares a los
reportados por Cruz et al., (2009) quien aislé de la sabana-Bogota 46 microorganismos
fungicos para degradar xilano, siendo promisorios los hongos Aspergillus niger
y Cladosporium herbarum; o los obtenidos por Garcia et al., (2012) quien aisl6
Trichoderma reesei a partir de tejidos vegetales en descomposicion, observando
dominancia de éste en los suelos, debido a su naturaleza agresiva y capacidad para
competir con otros microorganismos.

Apesar de que la mayor variabilidad de hongos se encontré en el area de agricultura
convencional, el hongo celulolitico aislado con mejor actividad celulasa proviene del
area organica, probablemente las condiciones de suelo con mayor contenido de
materia organica favorecen la actividad enzimatica de los hongos filamentosos ya
que son descomponedores primarios de la materia organica y por lo tanto colonizan e
hidrolizan muy rapido los compuestos organicos (Pérez et al., 2010; Aruani et al., 2012).
Lo cual coincide con estudios realizados en los llanos Orientales de Colombia para
el aislamiento de hongos lignololiticos y celuloliticos capaces de degradar desechos
de cosecha y mejorar las caracteristicas del suelo, donde encontraron dos cepas
con alta actividad exoglucanasa (055C y 061C Penicillium spp.) y una cepa con alta
actividad endoglucanasa (019C Trichoderma spp.) frente al control Trichoderma viride
(Ortiz y Uribe, 2010).

El hongo celulolitico aislado AO-8 del area de agricultura organica tiene la
mayor actividad celulolitica, seguida del AQ-8 del area convencional, considerando
el promedio de las tres réplicas analiticas, aunque el AO-8 registra menor desviacién
tipica de sus valores. La actividad celulolitica de estos dos hongos resulté muy
similar al control positivo empleado por Valaskova y Baldrin (2006) y Valencia (2009).
Igualmente coincide con la evaluacion cualitativa de actividad celulasa reportada por
Gutiérrez et al., (2012) en estudios realizados con Aspergillus niger que tuvo una
produccién de B-endoglucanasa de 0,02463 uL/mL, Cladosporium herbarum con
0,0554 uL/mL de B-exoglucanasay Trichoderma reesei que mostré la mejor actividad
celulolitica B-glucosidasa con 0,000138 uL/mL.
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Tabla 1. Actividad celulolitica y crecimiento radial de hongos celuloliticos aislados. Se

muestran los datos de desviacion estandar (DS) y del error estandar (EE).

Table 1. Cellulolytic activity and radial growth of cellulolytic fungi isolates. The

standard deviation and the standard error values are presented.

Ambientes Hongo_ celulolitico Actividad celulolitica Crecimiento radial

aislado mm+DS mm+ DS
AO-1 7,67+0,47 20,75+4,43

AO-2 6,67+0,47 9,33+0,31
AO-3 5,00+0,82 21,17+3,38
Area orgénica AO-4 7,00+0,82 19,77+1,33
AO-5 6,00+1,41 19,17+1,24
AO-6 6,00+0,82 15,29+0,56
AO-7 2,83+1,04 16,50+0,41
AO-8 10,67+0,31 42,25+1,24
Area de compost AC-1 1,47+0,39 15,67+0,24
Area de bosque BM-1 3,00+0,82 20,58+0,31
BM-2 5,33+0,94 21,42+0,46
RC- 1 4,67+1,70 18,57+0,31
Area cafera RC- 2 4,33+0,47 11,38+1,46
RC- 3 7,67+0,47 26,96+0,12
RC- 4 3,67+1,89 12,58+1,61
AQ-1 1,33+0,94 14,20+0,42
AQ-2 4,33+1,25 16,00+0,61

AQ-3 7,67+0,47 6,25+0,74
AQ-4 4,00+0,82 14,63+0,47

AQ-5 3,17+0,62 5,17+0,62
AQ-6 5,33+3,30 15,67+0,74
AQ-7 2,17+0,78 29,75+1,61
AQ-8 10,33+1,25 29,88+4,61
AQ-9 2,67+0,47 15,46+0,16
AQ-10 2,67+0,47 16,50+0,71
AQ-11 2,67+1,70 23,21+0,88
AQ-12 4,33+0,94 14,75+0,74
AQ-13 4,33+0,47 14,75+0,35
AQ-14 5,00+£1,78 15,75+0,41
AQ-15 3,67+0,47 18,33+0,31
A : AQ-16 3,33%1,25 12,93+0,31
Are;gseigcrif#:f @ AQ-17 2,00£0,82 11,29+0,87
AQ-18 3,17+0,24 14,88+0,67
AQ-19 3,67+0,94 20,54+0,56
AQ-20 3,77+0,87 13,42+0,42
AQ-21 3,17+0,24 16,00+2,07
AQ-22 3,33%1,25 16,09+0,48
AQ-23 5,00+0,82 17,58+1,56
AQ-24 2,67+1,25 15,58+0,85

AQ-25 1,67+0,47 14,21+0,31
AQ-26 5,67+0,47 20,04+1,55

AQ-27 5,0040,82 22,25+0,61
AQ-28 3,67+0,47 18,21+0,86
AQ-29 3,67+0,47 19,08+0,96
AQ-30 5,00+1,41 21,08+0,92
AQ-31 2,23+0,05 19,42+0,92
AQ-32 4,33+0,47 18,88+0,62
AQ-33 3,33+0,47 18,58+2,04

Control positivo Pleurotus ostreatus 10,30+0,20
EE (z) 10,73 +0,97

184

Revista de la Facultad de Ciencias Agrarias



Aislamiento, seleccion y caracterizacion de hongos celuloliticos a partir de muestras de suelo en Manabi-Ecuador

Sin embargo, los mejores diametros de actividad celulolitica encontrados en el
presente trabajo son inferiores a los halos de 5y 3 cm que produjeron Trichoderma reesei
y Aspergillus niger, respectivamente, reportados por Gutiérrez et al.,(2012); asi como
a las zonas de aclaramiento de 7,5 cm para hongos del género Trichoderma en los
trabajos de Ponce y Castillo (2011).

Probablemente se requiera una mayor optimizacién del medio de cultivo
suplementado con fuentes de carbono y nitrégeno, sustancias surfactantes y mejores
condiciones de aireacion y agitacion para conocer el verdadero potencial enzimatico
de la alta variabilidad de hongos encontrados en los diferentes sitios de muestreo.

Tomando en cuenta los criterios de evaluacion cualitativa de produccion celulasa
in vitro expresado por Gutiérrez et al., (2012), se seleccionaron nueve hongos celuloliticos
que obtuvieron un diametro de actividad celulolitica superior a los 6 mm; de estos, seis
pertenecen al area de agricultura organica, dos al area convencional y uno al area
de produccién de cafa de azucar. Los hongos que se incluyen dentro de este rango
son: AO-1; AO-2; AO-4; AO-5; AO-6; AO-8; AQ-3; AQ-8 y RC-3; a los cuales se evaluo
capacidad de crecimiento a diferentes niveles de pH y temperaturas (tabla 3, pag. 186),
ya que son dos factores ambientales que se presentan, con diferentes valores, durante
las fases del proceso de compostaje de los residuos organicos y los microorganismos
que participan en él deben estar adaptados a estas condiciones para cumplir su accién
degradadora (Zhang 2011; Borrero y Silva 2005). En ambos factores abiéticos el aislado
fungico AO-8 tuvo la mejor respuesta en los diferentes niveles estudiados.

Se observa en la tabla 2 que la produccién de biomasa de los hongos celuloliticos
aislados es mayor en medio acido, a pH 5 se consiguié los promedios mas altos y con
baja variacion entre los diferentes hongos, ya que siete de ocho se agrupan en una
misma categoria estadistica; igualmente crecen mejor a 50°C, aunque se manifiestan
en dos rangos estadisticos.

Tabla 2. Produccion de biomasa (g/L) de hongos celuloliticos a distintos valores de
pH y temperatura. Se presenta el error estandar (EE).

Table 2. Biomass production (g/L) of cellulolytic fungi at different pH and temperature
levels.The standard error values are presented.

Hongos celuloliticos pH Temperaturas
aislados 3 5 7 9 50°C 70°C
AO-1 3,43ab 3,60 b 220 ¢c | 223 a 1,27 a 0,97 ab
AO-2 3,73ab 425 a 3,23ab | 2,37 a 1,30 a 0,97 ab
AO-4 3,60ab 423 a 3,17ab | 2,40 a 1,27 a 0,80 ab
AO-5 3,83ab 433 a 347 a | 267 a 1,13 ab 1,00 ab
AO-6 3,83ab 4,37 a 3,33ab | 2,73 a 1,33 a 0,6 ab
AO-8 4,12 a 4,40 a 357 a| 280 a 1,40 a 1,13 a
AQ-3 3,43ab 4,37 a 3,10ab | 2,62 a 1,03 ab 1,03 ab
AQ-8 340 b 4,23 a 287 b | 227 a 1,33 a 0,97 ab
RC-3 323 b 4,27 a 290 b | 243 a 0,73 b 0,57 b
EE (%) 0,14 0,10 0,10 0,17 0,11 0,10

p 0,0090 0,0007 <0,0001 0,2460 0,0085 0,0166

Letras iguales en columnas no difieren estadisticamente segun Tukey p < 0,05.
Columns with the same letters do not differ statistically according to Tukey's test p < 0.05.
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Tabla 3. Actividad amilolitica y pectinolitica de la cepa AO-8. Se muestran los datos
de desviacioén estandar (DS) y del error estandar (EE).

Table 3. Amylolytic and pectinolytic activity of the strain AO-8.The standard deviation
and the standard error values are presented.

Hongo Actividad amilolitica Actividad pectinolitica
mm+DS mm+DS
AO-8 11,71£0,19 2,75+0,24
Control positivo 11,47+0,31 2,83+0,15

La respuesta a estos parametros ambientales corresponde a lo que acontece en
la descomposicion controlada de la materia organica, ya que a medida que se van
produciendo acidos organicos por accion de los hongos se produce una disminucion del pH
del medio y aumento de temperatura, lo cual favorece su crecimiento (Pelaez et al., 2008).

Los resultados del presente trabajo coinciden con los obtenidos por Henao et al.,
(2006) quienes al evaluar el efecto del pH y la temperatura sobre la actividad celulolitica
del hongo Aspergillus niger, uno de los principales hongos celuloliticos, encontraron que el
rango 6ptimo del pH es de 3 a 5y la temperatura alrededor de 60°C. En sentido inverso,
Guillen et al., (1999) demostraron en estudios con Aspergillus tamarii que cuando el pH inicial
del medio de cultivo estaba por encima de 10 o por debajo de 4 la produccién de biomasa
y de enzimas era inhibida y que este hongo no crecié a temperaturas superiores a 42°C.

Caracterizacion del hongo celulolitico seleccionado AO-8

Dinémica de crecimiento

En la figura 1 se muestra la curva de crecimiento del hongo celulolitico
seleccionado AO-8. En las primeras horas comienza el crecimiento del cultivo que
se mantiene en fase logaritmica hasta las 96 horas.

1,80
1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60

0,40

Biomasa seca de hongo (g/L)

0,20

0,00
0 24 48 72 96 120
Tiempo (Horas)

Figura 1. Dinamica de crecimiento del hongo AO-8.
Figure 1. Fungus growth dynamics AO-8.
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Actividad amilolitica y pectinolitica

Al evaluar la actividad amilolitica y pectinolitica del hongo celulolitico aislado
AO-8 se encontré promedios de 11,71 y 2,75 mm, respectivamente; estos valores
resultaron muy similares a los controles positivos empleados en este experimento
para la respectiva comparacion. Sin embargo, se reportan hongos con mayor actividad
amilolitica y pectinolitica, donde se obtuvieron promedios de 33,6 y 15,6 mm de
diametro de halo, respectivamente (Henao et al., 2006; Alvarado 2010). La diversa
actividad enzimatica responsable de la degradacion de compuestos organicos resulta
ser una caracteristica muy importante en microorganismos que tienen potencial
uso como inéculos en compostaje, dado la diversidad de residuos organicos
(Milpa- Mejia et al. 2012).

CONCLUSIONES

En todos los ambientes muestreados se aislaron hongos con alguna actividad
celulolitica, en el ambiente de agricultura organica se seleccioné el mayor nimero
de cepas promisorias.

El hongo celulolitico aislado AO-8 proveniente del area organica tiene el mejor
comportamiento en cuanto a la actividad celulolitica y capacidad de crecimiento en
diferentes niveles de pH y temperatura.

El hongo celulolitico aislado A0-8 tiene crecimiento en fase logaritmica hasta las
96 horas, y capacidad enzimatica para degradar almidén y pectina.

El hongo AO-8 tiene potencial para ser usado como inéculo, se deberia estudiar
en futuros trabajos de compostaje.

Se debe identificar y clasificar el hongo aislado seleccionado AO-8.
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