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RESUMEN

La producción de alimentos de origen animal es una de las principales actividades

económicas en México, la cual genera una gran cantidad de desechos orgánicos que

contienen nutrientes con posible uso en el sector agrícola si se les da un tratamiento

adecuado. En este trabajo se evaluó la efectividad del uso de microorganismos como

biodegradadores de cerdaza (desecho de producción porcina) con potencial de ser utilizados

en el proceso de compostaje, minimizar los daños ambientales y obtener un producto. A partir

de una muestra de cerdaza se obtuvieron 15 aislados con apariencia filamentosa, los que se

caracterizaron mediante su morfología macro y microscópica. Posteriormente, se evaluó su

actividad enzimática mediante pruebas cualitativas con colorantes azoicos (naranja de metilo,

rojo congo), guayacol y ácido tánico, los cuales permitieron evidenciar, a partir de la

presencia de halos, la producción de enzimas como celulasa, lacasa y óxido peroxidasa

respectivamente, encargadas de degradar los dos principales componentes de la cerdaza:

lignina y celulosa. A partir de estos resultados se seleccionaron dos cepas que presentaron

mayor secreción de enzimas celulolíticas y ligninolíticas y se llevó a cabo su identificación

molecular. Se identificaron un total de ocho miembros pertenecientes al género Fusarium,

cuatro al género Streptomyces y dos aislados del género Sarocladium, siendo estos últimos

los que mostraron mayor potencial de degradación de la cerdaza. Por lo anterior, se evaluaron

mediante ensayos de antagonismo, en donde se observó que no se antagonizan entre ellas,

pero podrían inhibir el crecimiento de aislados identificados como Fusarium spp. Por último,

a partir de un proceso de compostaje, llevado a cabo durante 64 días, se evaluó el potencial

que tienen las dos cepas de Sarocladium spp. para degradar a la cerdaza mediante su

co-inoculación monitoreando humedad, temperatura y pH y evaluando los parámetros

fisicoquímicos obtenidos en la composta, a partir de estos resultados se observa que las

condiciones no estériles y la inoculación de estas cepas tienen el potencial de degradar a la

cerdaza para ser usada como composta ideal, siempre y cuando se le adicione 0.3 % de P y se

aumente un 3.1 la relación C/N.
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ABSTRACT

Animal food production is one of the main economic activities in Mexico, which generates a

large amount of organic waste containing nutrients that can be potentially used in the

agricultural sector with proper treatment. This study evaluated the effectiveness of using

microorganisms as biodegraders of pig manure (a byproduct of pig production) with the

potential to be used in the composting process, minimizing environmental damage and

obtaining a product. Fifteen filamentous isolates were obtained from a sample of pig manure,

which were characterized based on their macroscopic and microscopic morphology.

Subsequently, their enzymatic activity was evaluated through qualitative tests using azoic

dyes (methyl orange, Congo red), guaiacol, and tannic acid. The presence of halos indicated

the production of enzymes such as cellulase, laccase, and peroxidase, responsible for

degrading the two main components of pig manure: lignin and cellulose. Based on these

results, two strains that exhibited higher secretion of cellulolytic and ligninolytic enzymes

were selected, and their molecular identification was carried out. A total of eight members

belonging to the genus Fusarium, four to the genus Streptomyces, and two isolates from the

genus Sarocladium were identified. The latter showed the greatest potential for degrading pig

manure. Therefore, antagonism assays were conducted, which revealed no antagonistic

interactions among the strains but indicated the potential for inhibiting the growth of isolates

identified as Fusarium spp. Finally, a composting process was conducted for 64 days to

assess the potential of the two Sarocladium spp. strains to degrade pig manure through

co-inoculation. The moisture, temperature, and pH were monitored, and the physicochemical

parameters obtained in the compost were evaluated. The results showed that non-sterile

conditions and inoculation with these strains have the potential to degrade pig manure to be

used as an ideal compost, provided that 0.3% P is added and the C/N ratio is increased by 3.1.
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I. INTRODUCCIÓN

En México, cada año se generan aproximadamente 1.8 millones de toneladas de carne de

cerdo (SIAP, 2019), lo que produce una gran cantidad de desechos que son arrojados sin

regulación alguna al entorno, como campos agrícolas, ríos, vertederos y drenajes. Estos

desechos son una de las principales causas de la contaminación del medio ambiente y de la

disminución de la calidad del suelo, del aire (García et al., 2010) y son partícipes en la merma

de nutrientes del suelo y la reducción de actividad biológica (Ghosh et al., 2004).

La gestión inadecuada de los desechos de cerdos es responsable del 13% de los gases y

compuestos de efecto invernadero emitidos a la atmósfera (FAO, 2013). Aunque, si se

manejan y tratan adecuadamente, pueden ser una fuente valiosa de nutrientes y utilizarse

como biofertilizantes, ya que incrementan la retención del agua y mejoran el drenaje sobre el

suelo, lo cual a su vez permite la obtención de beneficios alimenticios, económicos y

medioambientales (Torres y Zarate, 1996; Ruvalcaba et al., 2019).

Los residuos agroindustriales han recibido un reconocimiento excepcional por su alto valor

productivo. Anteriormente, estos residuos se consideraban como "desechos" o "basura", y su

falta de monitoreo y control hizo que no tuvieran un valor legal suficiente (Castro, 2008).

Actualmente, se reconoce su potencial en aplicaciones comerciales o sociales, aunque la falta

de información y leyes claras ha obstaculizado su manejo adecuado (Saval, 2012). Sin

embargo, existen diferentes aplicaciones que se les puede dar a estos residuos, destacando la

lignocelulosa como uno de los principales componentes y una fuente importante para la

secreción de enzimas con interés biotecnológico (Ayala et al., 2011; Chandrasekaran et al.,

2013; Galanakis, 2012; Saval, 2012; Wang et al., 2011).

Es importante mencionar que el estiércol generado durante la producción porcina contiene

fracciones no digeridas de alimentos y otros componentes internos; estas fracciones no

digeridas incluyen tejidos lignificados y epidermis incrustadas de cutina, así como lignina,

celulosa, lignocelulosa y hemicelulosa, junto con aminoácidos y polipéptidos no digeridos

(Coppenet, 1974).

A lo largo del tiempo, se han puesto a prueba métodos que permiten la descomposición de los

desechos y su posterior uso (Agrocalidad, 2012); estos métodos incluyen a macro y

2



microorganismos, procesos industriales, lombricultura, líquidos, fertilización, digestión

anaerobia, pantanos artificiales o el compostaje (Matthews y Lindner, 1996;

AGROCALIDAD, 2012). El compostaje es una alternativa efectiva para degradar los

residuos de cerdos (cerdaza) a partir de la descomposición biológica de los elementos tanto

orgánicos como inorgánicos contenidos en este residuo, tales como: la lignina, celulosa,

cutina, glúcidos, aminoácidos, minerales, metales, etc. (Guzmán, 2013), ya que es un proceso

de manejo de residuos sólidos orgánicos que permite la estabilización biológica de los

nutrientes y la posible obtención de un biofertilizante orgánico o mejorador del suelo (Larney

et al., 2006).

Los organismos y microorganismos también juegan un papel importante en la degradación de

los desechos porcinos, como los hongos que producen enzimas biodegradativas. Los

microorganismos como las bacterias y los hongos cumplen funciones ecológicas relevantes,

debido a ello, el ser humano ha logrado obtener beneficios en las industrias farmacéuticas,

agrícolas y alimenticias, incluso juegan una función relevante en el proceso de degradación

de la cerdaza (Zhang et al., 2014). Particularmente, los hongos, son un grupo megadiverso

que se encuentran en todos los lugares del planeta y son capaces de degradar diferentes

compuestos orgánicos e inorgánicos gracias a su actividad enzimática celulolítica y

ligninolítica (Heredia, 2008), pues toman como fuente de energía a elementos como la

celulosa y la lignina (Grata, 2020).

Aunado a ello, los hongos microscópicos representan un interés humano, ya que además de

ser una herramienta en la degradación de materia orgánica también participan en la

pasivación de metales pesados, en la reducción de la biodisponibilidad y daño por

contaminantes como el plomo, cobre y zinc (Cai et al., 2007; Zeng et al., 2007; Zhang et al.,

2014). En este sentido, los hongos microscópicos son organismos de gran importancia y

utilidad en la conservación y preservación del medio ambiente.

Para poder conocer si un organismo lleva a cabo una actividad enzimática de interés es

necesario medirla cualitativa como cuantitativamente, es por ello que en este trabajo se

evalúa la actividad enzimática celulolítica y ligninolítica en diferentes cepas de hongos

aislados del suelo y del biosólido “cerdaza”, una vez aislada la especie o consorcio de

hongos, se puso a prueba la degradación de la cerdaza producida en las Granjas Carroll de

México a través de un proceso de compostaje y el inóculo de los hongos seleccionados, para

saber si la composta obtenida puede fungir como un biofertilizante o mejorador de suelo.
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II. MARCO TEÓRICO

2.1 Residuos agroindustriales

En el Plan Nacional para la Gestión Integral de Residuos 2016-2021, los residuos generados a

partir de los procesos agroindustriales recibieron un reconocimiento excepcional, ya que se

aceptó su alto valor productivo. Anteriormente, estos residuos se consideraban como

"desechos" o "basura", y la falta de monitoreo y control hizo que estos residuos no tuvieran

un valor legal suficiente (Castro, 2008). Actualmente, los residuos agroindustriales se definen

como componentes derivados de material primario transformado o industrializado, en forma

líquida o sólida, que pueden tener valor comercial o social. Sin embargo, la falta de

información y la ausencia de leyes claras han obstaculizado el manejo adecuado de estos

residuos desde su disposición inicial hasta la final (Saval, 2012).

Existen diferentes aplicaciones que se les puede dar a los residuos agroindustriales, tales

como: pre-tratamiento, extracción y recuperación de compuestos bioactivos e ingredientes

alimenticios, como la obtención de pigmentos, pectinas, vitaminas, etc.; producción de

enzimas, antibióticos, biocombustibles, hongos comestibles, etc.; producción de alimento

para los animales o el uso en la generación de composta (Ayala-Zavala et al., 2011;

Chandrasekaran et al., 2013; Galanakis, 2012).

La lignocelulosa es uno de los componentes principales de estos residuos (paja de trigo y

maíz, rastrojo de maíz, piña, plátano y caña, madera), la cual está formada por los polímeros:

celulosa, hemicelulosa y lignina (Wang et al.,2011). La lignocelulosa resulta atractiva tanto

ambiental como económicamente, ya que al ser el principal componente en los residuos

agroindustriales, representa una fuente importante para la secreción de enzimas con interés

biotecnológico, tales como: celulasas, hemicelulasas, xilanasas y pectinasas (Saval, 2012).

2.2 Composición de la cerdaza

Coppenet (1974) establece que las deyecciones sólidas del ganado contienen fracciones no

digeridas de alimentos y otros componentes internos, como jugos gástricos, células

epiteliales, microorganismos y productos de su actividad. Las fracciones no digeridas de

alimentos están compuestas por tejidos lignificados y epidermis incrustadas de cutina si el

animal consume gramíneas. Las deyecciones sólidas también contienen glúcidos como
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lignina, celulosa, lignocelulosa y hemicelulosa, junto con aminoácidos y polipéptidos no

digeridos. Aunque el estiércol tiene una composición cualitativa similar, su composición

cuantitativa es muy variable y depende del tipo de animal, la edad, el tipo de alimentación y

el manejo del animal.

Se sabe que, además, pueden existir metales contaminantes en lodos residuales porcinos

como por ejemplo: zinc (Zn), cobre (Cu), níquel (Ni), cadmio (Cd), plomo (Pb), mercurio

(Hg) y cromo (Cr). Estos metales tienen un potencial de acumulación preocupante sobre los

tejidos humanos (Matthews y Lindner, 1996). Incluso, sí existen altas concentraciones de

estos contaminantes y de bacterias fecales se vuelven peligrosos (Oropeza, 2006). Es por ello

por lo que previamente se analiza la calidad de los lodos, así como es posible que se necesite

que los desechos se sometan a procesos de estabilización y ello asegure su uso como

fertilizantes.

2.3 Métodos de descomposición y tratamiento de desechos porcinos

Existen diversos métodos o alternativas de manejo en desechos de purines, entre las que se

encuentran los manejos secos y los líquidos; en los secos, se encuentran el compostaje y la

lombricultura; el primero se realiza a partir de los microorganismos que se encuentran en los

desechos y la adición de residuos orgánicos (viruta, cáscara de trigo, cáscara de arroz, paja y

otros materiales similares), ello permite la formación de abono orgánico o compost, este

proceso se hace a partir de la colecta del estiércol, posteriormente, se coloca sobre el suelo

impermeabilizado para evitar que los lixiviados se incorporen a este. Este proceso se realiza

en dos etapas: fertilización y maduración. La lombricultura, en cambio, consiste en la crianza

de lombrices en donde dos aspectos importantes a considerar son la humedad y el cuidado de

los cajones para evitar la entrada de otros organismos, el proceso consiste en la degradación

de materia y su posterior producción de humus. Por otro lado, algunos de los tratamientos

líquidos son: fertilización, digestión anaerobia, pantano artificial, lagunas en serie, lodos

activados y filtro percolador (Agrocalidad, 2012). Y dependiendo el manejo que se quiera

realizar sobre los desechos porcinos, el manejo y técnicas serán diversas, para su utilización

como abono.

Además, el uso de organismos o microorganismos también se considera un tratamiento de

gran importancia para la degradación de desechos porcinos, tema de mayor interés en este

trabajo, debido a que en el planeta existen múltiples especies de organismos y

microorganismos que se encargan de descomponer a la materia orgánica, tales como:
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bacterias y hongos (Matthews y Lindner, 1996). Tal es el caso de los hongos

ectomicorrícicos, estos hongos realizan procesos de degradación a partir de las enzimas que

producen (Phillips et al., 2014) o los hongos micorrícicos arbusculares, estos hongos sí bien,

no descomponen la materia, son de suma importancia ya que al absorber nutrientes del suelo

dejan disponibles otros nutrientes que les sirven a los organismos descomponedores (Paterson

et al., 2016; Bunn et al., 2019).

Los hongos actinomicetos son los productores de enzimas biodegradativas, algunos ejemplos

de estos son los hongos Aspergillus y Penicillium, encargados de la biotransformación de la

materia orgánica. Se conocen ciertas especies de hongos que se encargan de degradar materia

como el estiércol, por ejemplo: A. niger, A.flavus, A.fumigatus, Cladosporium, P. implicatum,

P. expansum, Rhizopus stolonifer, entre otros (Escobar et al., 2012).

Un estudio llevado a cabo por Adengunloye y col. ( 2007) analizaron la actividad microbiana

en el compostaje utilizando estiércol de vaca como inóculo. Según los resultados del estudio,

la especie de hongo Aspergillus niger fue la más prevalente durante el proceso, seguida de

Aspergillus flavus, Aspergillus rapens, Rhizopus stolonifer, Mucor mucedo, Fusarium,

Aspergillus fumigatus y Varicosporium spp.

En relación al uso del estiércol como alternativa nutricional en invernaderos, Salazar y col.

(2004) sugieren que se utilicen mezclas de especies de hongos como Mucorales,

Discomycetes y Basidiomycetes, que pueden coexistir en un ambiente rico en carbono como

el estiércol.

Los hongos microscópicos cumplen múltiples funciones ecosistémicas, incluso se han

registrado diversas acciones de interés humano en las que se encuentran involucrados tales

como: contribuir a la pasivación de metales pesados, provocando a su vez la formación de

humus (Zhang et al., 2014), reducen la biodisponibilidad y el daño por plomo (Pb) (Zeng et

al., 2007), cobre (Cu) y zinc (Zn) (Cai et al., 2007) (contaminantes presentes en los lodos

residuales (González, 2017)), ello se debe a la gran afinidad por el Cd y el Hg, pudiendo

remover hasta 70 mg/l de Cd y 75 mg/l de Hg (Morales et al., 2010) además, participan en

procesos de mineralización y descomposición de materiales lignocelulósicos en compost,

disminuyen el pH, tienen un efecto positivo sobre la descomposición de materia orgánica y

aumentan su calidad (Zhang et al., 2018) asimismo, existen hongos que permiten la

biorremediación de suelos, ya que produce diferentes enzimas, ejemplo de ellos son las
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enzimas ligninoperoxidasas, las cuales pueden degradar compuestos recalcitrantes, como los

contaminantes (Singh y Chen, 2008). Se sabe también que los hongos pueden usarse para

remover metales en el agua, oxidar compuestos orgánicos tóxicos a metabolitos no tóxicos

y/o CO2 (Mejía et al., 2004).

Es importante destacar que la diversidad biológica es esencial para el buen funcionamiento de

los ecosistemas. Por esta razón, es recomendable utilizar mezclas a partir de sustratos simples

para asegurar resultados óptimos y una mayor eficiencia en la utilización de residuos

orgánicos (Escobar et al., 2012).

Además, es relevante mencionar el concepto de consorcios, que consiste en la asociación

entre diferentes microorganismos, como bacterias y hongos, para descomponer materia

orgánica de manera más eficiente. Los consorcios se han utilizado en la agricultura

sostenible, ya que son capaces de regular procesos biogeoquímicos, mantener la fertilidad y

salud de los suelos (Golueke, 1977; Castrillón et al., 2006; Calbrix, et al., 2007). A lo largo

de los años, se ha profundizado en el conocimiento de los consorcios, y se ha demostrado su

importancia en la hidrólisis de la biomasa durante la digestión anaeróbica (Lin et al., 2019).

Es posible aislar estas asociaciones de su entorno natural, y aprovechar la sinergia que se

produce al trabajar en conjunto para obtener mejores resultados.

2.4 Reino Fungi

El Reino Fungi contempla un sinfín de especies tanto conocidas como desconocidas, en el

cual, más del 60% de estas son microscópicas. Lo que determina sí es o no un

microorganismo microscópico es el tamaño de los esporóforos o estructuras reproductivas, sí

estas estructuras son menores a 1 mm entonces se está ante la presencia de un hongo

microscópico (Heredia, 2008). Este reino se compone por diferentes phyla, siendo el

Ascomycota, el phylum que contiene la mayor cantidad de microorganismos microscópicos

diversos. Existen dos tipos de fases somáticas o talos en estos organismos, los unicelulares o

levaduriformes y los multicelulares o filamentosos; los primeros se reproducen por gemación

y se caracterizan por tener una forma ovalada o esférica, por su parte, los filamentosos o

mayormente conocidos como mohos, son el tipo de hongo más común en los hongos

microscópicos y presentan ciertos filamentos aéreos, a ello se debe su nombre (Estrada y

Ramírez, 2019).
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Se ha registrado que los hongos filamentosos participan en el proceso de compostaje, ya que

debido a su capacidad degradativa obtenida por las enzimas que liberan pueden descomponer

la materia orgánica, de hecho estos hongos se encuentran de forma natural en la microbiota

del suelo y no siempre son encargados de degradar materia orgánica sino que pueden ser

fuente de enfermedades de flora o fauna, aquí radica la importancia de caracterizar los

microorganismos que sean utilizados en la industria. Los microorganismos ocupan entre el

2-20% de la microbiota presente en un compostaje, estos se encuentran distribuidos en las

diferentes etapas, temperaturas, niveles de pH, entre otros (Laich, 2011).

La importancia de la actividad enzimática de hongos, que se les ha considerado como

descomponedores, radica en diferentes niveles: ecológico, económico e industrial, debido a

que el proceso de las diferentes enzimas que se activan al estar en algún sustrato que permita

su desarrollo cumplen una función importante en el ciclo del carbono, por lo tanto, ello

permite la obtención de beneficios biotecnológicos y obtener a su vez, beneficios económicos

(Fernández et al., 2006).

2.4.1 Género fúngico Sarocladium spp.

El género Sarocladium pertenece al phylum Ascomycota, orden Hypocreales, familia

Sarocladiaceae. Este género comprende 34 especies identificadas hasta el momento (Schoch

et al., 2020), se caracterizan por tener fiálides alargadas de paredes delgadas, cilíndricas y

ligeramente ahusadas, se estrechan desde una anchura basal de 1,2-2,5 um y se elevan

solitarias sobre hifas vegetativas o sobre conidióforos escasamente o repetidamente

ramificados. Además, presentan una producción abundante de adelofiálides y conidios

alargadas (Giraldo et al., 2015), con extremos redondeados, elipsoidales a cilíndricos cortos,

hialinos, sin septos y pueden acumularse en la pseudocabeza, algunas especies pueden

contener clamidosporas gruesas, lisas o ligeramente rugosas, globosas a elipsoidales,

solitarias (Summerbell, 2011). Las especies contenidas en este género son de crecimiento

lento y por lo general, presentan un color crema, rosa claro o salmón, algunas especies

producen un color grisáceo en la parte posterior (Cruz et al, 2017).

Se sabe que algunas de las especies de este género pueden causar enfermedades sobre ciertas

especies vegetales, tales como arroz y maíz, en las cuales hay disminución en la germinación

y un retraso en el crecimiento del cultivo, también se ha observado que algunas especies son

micoparásitas (Giraldo et al., 2015) y especies como S. kiliense y S. strictum son de interés
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clínico, ya que pueden provocar queratitis, endoftalmitis, peritonitis, endocarditis y

fungemias (Cruz et al, 2017).

Sarocladium es un género de hongos filamentosos que se ha encontrado en ambientes de

compostaje, y se ha demostrado que su presencia es beneficiosa para la transformación de

residuos orgánicos en compost. Este género de hongos es capaz de producir enzimas

extracelulares que permiten la degradación de materiales lignocelulósicos, lo que contribuye

significativamente a la mineralización de la materia orgánica presente en el compost (Li et

al., 2019).

Además, se ha demostrado que la presencia de Sarocladium durante el proceso de compostaje

aumenta la actividad microbiana y acelera la degradación de los residuos orgánicos, lo que se

traduce en una disminución en el tiempo necesario para obtener un compost de calidad (Park

et al., 2019).

2.4.2 Género fúngico Fusarium spp.

El género Fusarium es caracterizado por ser un hongo filamentoso oportunista y

fitopatógeno, debido a la presencia de doce especies de interés médico que pueden afectar a

pacientes inmunocomprometidos y a las especies que tienen una alta incidencia en la

reducción del rendimiento a cultivos y daño a algunas especies de vegetales (Olivares et al.,

2005). Algunas de sus características morfológicas más relevantes son las fiálides simples o

ramificadas, finas en forma de botella, pueden tener un tamaño corto a largo, las esporas que

liberan son expulsadas de uno o varios poros de la fiálide, el tipo de esporas más común son

las clamidosporas con doble pared lisa o rugosa. Las especies de este género pueden

presentar diferentes tipos de conidios, tales como microconidios, macroconidios o

mesoconidios. Los macroconidios son hialinos y con la presencia de septos; los

microconidios pueden presentarse agrupados y con formas diferentes y los mesoconidios son

similares a los macroconidios, pero con un tamaño menor (Tapia y Amaro, 2014).

Fusarium es un género de hongos filamentosos que se encuentran en el suelo y en materiales

vegetales en descomposición. Algunas especies de Fusarium tienen la capacidad de producir

enzimas celulolíticas y ligninolíticas durante su crecimiento en sustratos que contienen

celulosa y lignina. En cuanto a la actividad enzimática celulolítica, estudios han demostrado

que Fusarium oxysporum es capaz de producir celulasas y β-glucosidasas que pueden

degradar la celulosa presente en materiales lignocelulósicos como la paja de arroz y la paja de
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trigo (Li et al., 2018). Además, Fusarium solani ha sido reportado como productor de

endoglucanasas y exoglucanasas que pueden degradar la celulosa presente en materiales

como la pulpa de madera (Iqbal et al., 2018).

En cuanto a la actividad enzimática ligninolítica, Fusarium solani ha demostrado ser capaz de

producir lacasas y peroxidasas que pueden oxidar y degradar la lignina presente en materiales

lignocelulósicos (Singh et al., 2017). Además, se ha demostrado que otras especies de

Fusarium como F. oxysporum y F. verticillioides también son capaces de producir

peroxidasas y lacasas (Kumar et al., 2014; Rodríguez et al., 2015).

2.4.3 Género fúngico Streptomyces spp.

Este grupo de microorganismos bacterianos tuvo su aparición desde hace 400 millones de

años, es caracterizado por su gran abundancia en el suelo y por tener un desarrollo de micelio

similar a un hongo filamentoso. Esas bacterias juegan un rol ecológico importante ya que

participan en el reciclaje de materia orgánica de paredes celulares de hongos, plantas e

insectos, por lo que son responsables del proceso de compostaje y la obtención de partículas

formadoras de suelo. Las especies de este género han sido usadas en la producción de

antibióticos, en veterinaria y en la agricultura, dentro del sector agrícola su uso se debe

principalmente por la producción de fitohormonas, las cuales estimulan el crecimiento de las

plantas. Actualmente el mayor interés de estudio se debe a la composición de agentes

bioactivos en su organismo, los cuales pueden contribuir en el control a la resistencia de

antibióticos además, algunas de las especies contenidas en este género tienen la capacidad de

antagonizar el crecimiento de especies fitopatógenas como bacterias, hongos e insectos

(Chater, 2016).

2.5 Actividad enzimática

Las enzimas son proteínas que se encuentran en la naturaleza y han sido utilizadas en la

industria farmacéutica y alimentaria debido a su capacidad catalizadora. Trabajan en

condiciones de acción moderada y ayudan a reducir la producción de residuos y el gasto

energético además, han sido utilizadas en pretratamientos de residuos, extracción de

compuestos, producción de moléculas nuevas (Puri et al., 2012) y en la industria

(Martinez-Anaya, 2008).
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2.5.1 Evaluación de la actividad enzimática celulolítica de hongos microscópico

La celulosa es una parte fundamental de la biomasa lignocelulósica, un polímero encontrado

frecuentemente en la naturaleza, constituido por fibras de celulosa y cientos de grupos

D-glucosa, los cuales se encuentran unidos por enlaces glucosídicos. Su unidad básica es la

celobiosa, esta está compuesta por dos regiones: amorfa y cristalina, algunas irregularidades

como microfibrillas retorcidas, microporos o espacios vacíos (Grata, 2020).

La descomposición de celulosa se obtiene a partir de la hidrólisis de β- 1,4 glucósido a través

de diferentes enzimas, este proceso puede ser realizado por microorganismos como las

bacterias y los hongos, aunque cada especie lo hace de forma particular, por ejemplo, en los

hongos se da por la generación de micelio a partir de la formación de poros en la

lignocelulosa, exponiendo a la celulosa, la cual será reemplazada por diferentes enzimas, ya

que las cadenas requieren romperse. Hasta ahora, algunos de los géneros de hongos que

tienen gran capacidad para degradar la celulosa son: Aspergillus, Penicillium, Mucor,

Rhizopus, Trichoderma y Fusarium (Grata, 2020).

Las enzimas celulolíticas están agrupadas de acuerdo con su estructura, actividad enzimática,

especificidad y centros activos. Se conocen las endoglucanasas, exoglucanasas y las

β-glucosidasas; las primeras acortan las cadenas de celulosa y las segundas descompone los

componentes de la celulosa, es decir, a la celobiosa (Grata, 2020).

El grado de actividad celulolítica depende de factores físicoquímicos o de inhibidores e

inductores, un componente que induce la actividad de la celulosa es la carboximetilcelulosa

(CMC), heno, salvado u orujo. Para hacer la determinación de actividad enzimática existen

métodos que permiten la observación cualitativa, conocidos como métodos de cultivo (CMC

o CMC-Na) o los métodos cuantitativos, los cuales se hacen a partir del sobrenadante y la

medición de los azúcares reductores que determinan la actividad a partir de

espectrofotometría (Grata, 2020).

2.5.2 Evaluación de la actividad enzimática ligninolítica de hongos microscópicos

La lignina es un material recalcitrante y componente estructural polifenólico no carbohidrato

que se encuentra en la pared celular de todas las especies vegetales (Widiastuti et al., 2008)

está asociado a la celulosa y hemicelulosa, es el segundo polímero más abundante; se

compone de enlaces carbono-carbono y éter (Sharma et al., 2017). Las enzimas que degradan
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a este componente son: lacasa, manganeso peroxidasa (MnP), y lignino peroxidasa (LiP), la

primera es un polifenol oxidasa que cataliza la reducción de oxígeno de cuatro electrones a

agua, compuesta de cobre, esta enzima representa una fuente importante de degradación de

lignina en la naturaleza y en la industria, de hecho, tiene una gran importancia económica

(Valdés, 2018), se ha encontrado en organismos como plantas, insectos, procariotas y, por

supuesto, en hongos.

Por otro lado, la MnP contiene Fe, el cual oxida el fenol a radicales fenoxi, pertenece a la

familia de las oxidoreductasas y tiene la capacidad de oxidar Mn2+ en Mn3+ (Zhou et al.,

2013) y atacar componentes fenólicos de la lignina, siempre y cuando se encuentren en un

medio de secreción de metales por hongos (Zhang et al., 2006). La LiP oxida compuestos

aromáticos no fenólicos, que permiten fragmentar polímeros (Hammel et al., 1985).

Las actividades de estas enzimas permiten la degradación de la lignina (Widiastuti et al.,

2008). Se ha observado que la degradación de este material a partir de hongos se da durante

el metabolismo secundario, en ambientes con poca cantidad de N y C ( Xiaoyan et al., 2007).

Los hongos que tienen la capacidad de degradar lignina pertenecen en su mayoría al grupo de

los basidiomicetos (Ruiz et al., 2014). Las enzimas que modifican la lignina catalizan

reacciones oxidativas (Winquist et al., 2008), no hidrolíticas (Shah y Nerud, 2002). El

sistema multienzimático involucrado en la degradación y mineralización de lignina tiene

comienzo con lacasas y MnPs, posteriormente y en menor medida, son secretadas las LiP

(Wesenberg et al., 2003). Aunque esta afirmación es una generalización, ya que cada especie

de microorganismo presenta un patrón particular a la hora de sintetizar enzimas. Para conocer

este proceso se ha hecho uso de colorantes en metodologías de detección enzimática (Field et

al., 1993).

El uso de colorantes en la detección de secreción enzimática permite la obtención de

excelentes resultados debido a que son soluciones solubles, baratas, estables y poco tóxicas

(Machado et al., 2005). Existe una estrecha relación entre la degradación de los colorantes

azoicos que llevan a cabo diferentes especies de hongo con la producción de enzimas

degradadoras de lignina, como la LiP, MnP y la lacasa (Schliephake et al., 2000), ya que en

presencia de Mn2+ enzimas como LiP y MnP, sintetizadas por diferentes especies de hongos,

tienen la capacidad de decolorar los colorantes azoicos (Paszczynski et al.,1991), además,
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cabe mencionar que la capacidad de estas enzimas puede ser más efectiva al añadir

compuestos mediadores como el alcohol veratrílico (Bumpus, 1995).

2.6 Compostaje

El compostaje es un proceso biológico, dinámico, aerobio y termófilo, dado a partir del

procesamiento de la materia orgánica, la participación de microorganismos y las condiciones

óptimas que permitan su desarrollo, tales como el agua, el aire, la temperatura, la humedad, el

pH, los nutrientes y las condiciones fisicoquímicas (Román et al., 2013). Este proceso se ha

llevado a cabo desde hace décadas; en los últimos años resulta un tema de interés ya que

permite la recuperación o reciclaje de los nutrientes contenidos en la materia orgánica,

participa en la reducción de las emisiones de efecto invernadero al reducir el volumen de la

materia, inactivar los patógenos presentes que pueden dañar al suelo y por ende al

crecimiento vegetal y además, es un proceso que permite que el humano obtenga grandes

beneficios (López, 2010; Sundberg, 2005).

La palabra compostaje proviene del vocablo componere haciendo referencia a la acción de

“juntar”, pues a partir de este se obtiene gran cantidad de humus dado por la fermentación

que llevan a cabo diferentes microorganismos (bacterias, hongos, protozoos, miriápodos)

sobre la materia orgánica. El producto del compostaje, denominado “composta” es utilizado

como mejorador de suelo o fertilizante, ya que ayuda en la recuperación del suelo, reduciendo

la erosión y permitiendo el transporte de nutrientes y agua para el desarrollo vegetal. (López,

2010), además, uno de los beneficios de la composta es la reducción de peso, volumen o

sustancias tóxicas sobre el sustrato en un menor tiempo (López, 2010).

La materia orgánica usada para llevar a cabo un proceso de compostaje son: lodos de aguas

residuales, residuos sólidos municipales, residuos de jardinería, cultivos, estiércol de ganado,

entre otros (López, 2010). El compostaje incluye diferentes etapas que deben cumplirse para

que la composta sea de calidad, pues de lo contrario surgen una serie de consecuencias, tales

como: fitotoxicidad, bloqueo biológico de nitrógeno (N), reducción del oxígeno radicular,

exceso de amonio y nitratos (Román et al., 2013).
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III. HIPÓTESIS

Debido a que se sabe que la gestión inadecuada de los desechos de producción porcina en

México son responsables de una gran parte de la contaminación del medio ambiente y la

disminución de la calidad del suelo y del aire, es necesario que se busque un manejo y

tratamiento adecuado. Estos residuos pueden ser una fuente valiosa de nutrientes y utilizarse

como biofertilizantes después de darles un tratamiento adecuado. Una alternativa de manejo

de desechos orgánicos es el uso de microorganismos, como bacterias u hongos, ya que

gracias a la secreción de enzimas que realizan se permite la degradación y a su vez, la

recuperación de moléculas de la materia orgánica, que sirven como nutrientes. Por lo que se

espera que, someter a la cerdaza a un proceso de compostaje y la inoculación de dos cepas de

hongos o bacterias con capacidad celulolítica y ligninolítica sobre el sustrato, sea una

alternativa efectiva para degradar los residuos de cerdos, hacer biodisponibles los nutrientes

recuperados y obtener un biofertilizante orgánico o mejorador del suelo que minimice los

daños ambientales y permita la obtención de beneficios alimenticios, económicos y

medioambientales.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

● Identificar y evaluar la participación de hongos y bacterias en la descomposición de la

cerdaza.

4.2 Objetivos Particulares

● Aislar y purificar a las bacterias y hongos aerobios presentes en la cerdaza.

● Identificar morfológicamente a las bacterias y hongos con actividad degradativa

presentes en la cerdaza.

● Determinar cualitativa y semi-cuantitativamente la actividad enzimática ligninolítica y

celulolítica de los aislados obtenidos con halos de actividad enzimática.

● Caracterizar la morfología molecular y ubicar taxonómicamente los aislados con

mayor capacidad degradativa de los polímeros (lignina y celulosa).

● Evaluar el efecto descomponedor de los aislados mediante un proceso de compostaje

con cerdaza.
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V. MATERIAL Y MÉTODOS

Se tomó una pequeña muestra de cerdaza del suelo y se mantuvo en refrigeración (4°C) y

para ser procesada en el Laboratorio de Ecología Molecular Microbiana del Centro de

Investigaciones en Ciencias Microbiológicas-ICUAP de la Benemérita Universidad

Autónoma de Puebla. Se realizaron diluciones seriadas en base 10 y se sembraron en agar

papa dextrosa (APD). Así mismo se tomaron porciones pequeñas (menores a 1 cm) para ser

colocadas también en medio APD. Se incubaron a temperatura ambiente, sin luz y se

monitoreó su crecimiento después de 48 y 72 h. Las colonias que presentaron diferencias

macroscópicas fueron seleccionadas, cada colonia fue aislada por estría cruzada y se

evaluaron sus características macroscópicas y microscópicas.

Fig. 1. Diagrama resumen de metodología.

5.1 Aislamiento de los microorganismos

Para poder aislar las diferentes morfologías se siguió la metodología de Sethi y colaboradores

(2013), con algunas modificaciones. Se tomó una muestra de micelio de la morfología de

interés para aislar y se inoculó en medio líquido LB sin sal, durante cinco días. Las

morfologías (E, D y F) que no se aislaron a partir de este método se purificaron con ayuda de

Tween al 0.01%, siguiendo la metodología de Nouri y colaboradores (2015).

La purificación de los aislamientos se obtuvo después de cinco meses, ya que se encontraron

cepas asociadas estrechamente, lo cual impedía su aislamiento. Se lograron aislar diez

diferentes morfologías de hongos filamentosos y cuatro morfologías de actinobacterias

utilizando medio APD.
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A continuación, se procedió a inocular las diferentes cepas de hongos en medios, con el fin de

encontrar un método que permitiera su conservación: inoculación en APD inclinado, en

medio líquido APD y en agar-agua-sustrato, para verificar su capacidad de crecer únicamente

obteniendo sus nutrientes a partir de este sustrato.

Posteriormente, se corroboró la pureza de los aislados mediante preparaciones y observación

bajo el microscopio óptico. Una vez que se corroboró que fueran cultivos axénicos, se

procedió a su preservación.

5.2 Preservación de los aislamientos

Se optó por utilizar cuatro técnicas de conservación de los aislados filamentosos obtenidos.

Para la preservación de los microorganismos filamentosos en glicerol se realizó mediante la

inoculación previa en caldo APD, incubados en aerobiosis a 25°C durante 48 horas.

Posteriormente, el caldo celular obtenido se cosechó en tubos eppendorf de 1.5 mL,

conteniendo 1.0 mL de caldo LB con glicerol al 30%. Finalmente, los tubos se colocaron en

un congelador a -20°C (Ángel, 2006). Por otra parte, para conservar las cepas en aceite

mineral, se siguió la metodología de Ángel (2006), la cual consiste en cubrir las cepas que

previamente se inocularon e incubaron durante una semana en viales con medio APD, con

una capa de aceite mineral. Por otro lado, la conservación sobre sustrato se realizó siguiendo

la metodología de Jong y Birmingham (2001), la cual consiste en esterilizar y secar la

cerdaza, que se usa como sustrato, y colocarla en tubos eppendorf. Luego, se inoculó la cepa

sobre los tubos eppendorf con la cerdaza esterilizada y seca. Finalmente, la conservación en

agua destilada se realizó después de dos semanas de crecimiento de los hongos en tubos de

agar inclinado, se añadieron 10 mL de agua destilada a cada tubo. Luego, se tomó una

suspensión de 8 mL de los hongos y se colocó en tubos eppendorf. Por último, los tubos

eppendorf se almacenaron a 4°C (Ángel, 2006).

5.3 Identificación morfológica de los aislados

Se llevó a cabo un registro fotográfico de distintas morfologías de los aislados, a nivel macro

(vista anterior y posterior) y microscópico, a partir de la observación en microscopio

estereoscópico y microscopio óptico a 40X y 100X, se observó la presencia de tres géneros:

Fusarium, Streptomyces y Sarocladium, por lo que, se realizaron medios específicos con el

fin de corroborar que los aislados realmente pertenecieran a estos géneros, para los

representantes de Fusarium y Sarocladium se hizo la inoculación en medio APD (Cruz et al,

2017) y las especies de Streptomyces se hizo uso de NB y LB.
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Para su registro y observación morfológica sobre microscopio óptico las muestras se

prepararon sobre portaobjetos después de 74 h de incubación como se describe a

continuación: con ayuda de pinzas estériles se tomó un trozo de cinta adhesiva, la cual se

puso sobre el micelio de cada cepa para obtener las estructuras reproductivas que permitan su

identificación, posteriormente se colocó sobre el portaobjetos y se añadió 2 uL de azul de

lactofenol, finalmente se le colocó un cubreobjetos y se hizo la observación y registro

fotográfico a 40X y 100X (con aceite de inmersión), cabe mencionar que anterior a este

proceso todas las cepas se inocularon en APD como reserva para posteriores análisis.

5.4 Evaluación cualitativa y semi-cuantitativa de la actividad enzimática celulolítica

Se inoculó a los aislados fúngicos en medio líquido NB y se incubaron a 24°C durante 48

horas a 45 rpm. Una vez que crecieron, se inocularon en medio con carboximetilcelulosa

(CMC) para la evaluación cualitativa y semi - cuantitativa de la actividad enzimática

celulolítica, este medio se preparó con: 0.5 g/L de KH2PO4 , 0.275 g/L de MgSO4 · 7H2O,

1.88 g/L de CMC y 15/L de agar bacteriológico (Chávez et al., 2020).

La inoculación de los hongos sobre el medio con CMC consistió en colocar una gota de 20

uL del hongo que se estuvo previamente incubado en medio líquido LB, todo ello en

condiciones de esterilidad y por triplicado, al mismo tiempo, los hongos que fueron tomados

para el ensayo se inocularon en placa de APD con el fin de tener un respaldo de cada cepa a

evaluar.

La actividad enzimática celulolítica cualitativa se evalúo después de los ocho días de

incubación, para ello, se añadieron 2 mL de rojo congo (1 mg/mL) durante 15 minutos,

posteriormente se descartó el exceso y se añadió 2 mL de NaCl 1 M durante 15 minutos,

nuevamente se descartó el exceso y se observó el halo de hidrólisis generado en cada cepa

como indicador del consumo de celulosa (Teather y Wood, 1982; Pedroza et al., 2007;

Campuzano et al., 2017).

Para la evaluación semi cuantitativa, se midió el diámetro de los halos formados de cada cepa

y su repetición, y se obtuvo la media. Una vez obtenido y registrado estos valores, se

procedió a utilizar la siguiente fórmula, la cual permite conocer el índice enzimático (Grata,

2020):
𝐷𝑖á𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑧𝑜𝑛𝑎 𝑑𝑒 ℎ𝑖𝑑𝑟ó𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠

𝐷𝑖á𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎
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5.5 Evaluación cualitativa de la actividad enzimática ligninolítica

Para evaluar la actividad enzimática ligninolítica se realizaron ensayos de coloración en

diferentes medios. El primero se realizó siguiendo la metodología de Sharma y colaboradores

(2017), donde se preparó medio sabouraud con naranja de metilo al 0.5%, sobre el cual se

inoculó e incubó durante dos semanas a las distintas morfologías de hongos obtenidas,

incluyendo al control positivo (F. solani) y al control negativo (A. longissima). La formación

de un halo de coloración amarilla o una muestra de decoloración alrededor del inóculo fue

indicativo de la presencia de enzimas degradadoras de lignina, ya que estas tienen la

capacidad de decolorar los tintes poliméricos, como lo es el naranja de metilo.

Por otro lado, para evaluar la presencia de la enzima lacasa, una enzima encargada de

degradar lignina, se preparó medio CZA con guayacol al 0.01%, de igual manera, se

inocularon e incubaron durante 2 semanas a temperatura ambiente a las diferentes

morfologías de los hongos, posterior a este tiempo, se evalúo la formación de un halo de

decoloración rojiza café, indicando la presencia de esta enzima, con capacidad de oxidar al

guayacol (Sharma et al., 2017). Cabe mencionar que todos los ensayos se realizaron por

triplicado.

Para evaluar la presencia de la enzima peroxidasa polifenol, se preparó medio extracto de

malta suplementado con ácido tánico, sobre el cual se inocularon e incubaron durante 10 días

a las diferentes morfologías posteriormente, se evalúo cada caja y se tomó como actividad

enzimática positiva al observar un anillo de coloración café oscuro alrededor de la colonia

(Chamuris et al., 2000).

Al término de la evaluación y registro de los resultados en los ensayos de actividad

enzimática celulolítica y ligninolítica, se seleccionaron dos morfologías de hongos con el

mayor número de positivos para su posterior inoculación en los ensayos de compostaje de la

cerdaza.

5.6 Caracterización de los aislados fúngicos seleccionados para inocularse en los ensayos

de compostaje

Para conocer las características sobre las cuales las especies de hongos seleccionadas para

degradar la cerdaza pueden sobrevivir, se hicieron pruebas de temperatura y pH, ya que estas

variables son las más importantes en el desarrollo de microorganismos. Para ello se inoculó a
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las cepas en medio APD regulado a valores de pH de 5, 6, 7, 8 y 8.5, en cuanto a la

temperatura, una vez inoculado el hongo en APD se colocaron en estufas a 37°C, 40°C,

45°C, 50°C y 55°C, todo ello por triplicado.

5.7 Identificación molecular de las cepas seleccionadas con mayor capacidad

ligninolítica y celulolítica

5.7.1 Obtención del ADN genómico

Después de cultivar los aislados en medio APD, se procedió a fraccionar el micelio y

suspenderlo en buffer de MgSO4・7H2O, 10 mM. La extracción de ADN se llevó a cabo

siguiendo la metodología del kit Quick DNA™ ZYMO RESEARCH para bacterias y el kit

FastDNA™ SPIN, para hongos. Finalmente, se visualizó el ADN mediante el marcaje con el

intercalante GelRed cuando las muestras se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa

al 0.8%.

5.7.2 Reacción en cadena de la Polimerasa (PCR)

Para llevar a cabo la reacción en cadena de la Polimerasa del gen ribosomal 16S se utilizaron

los oligonucleótidos 27F y 1492R reportados en la literatura. La secuencia del

oligonucleótido 27F es: 5'- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3' y del oligonucleótido

1492R: 5'- TACGGYTACCTTGTTACGACTT -3'.

Las condiciones de reacción utilizadas durante la PCR se describen a continuación. En un

microtubo para PCR se agregaron los siguientes reactivos: 43 uL de H2O, 4 uL de buffer, 13

uL de Mg ̣2+Cl2, 3 uL de primer 16SU23F y 3 uL del primer 16SU1392R, 3 uL de dNTPs, 1

uL de Taq polimerasa y 1 uL de DNA.

La PCR se realizó bajo el siguiente programa de amplificación: desnaturalización inicial a

94ºC durante 3 minutos, seguida de 27 ciclos; para cada ciclo una desnaturalización a 94°C

por 30 segundos, el alineamiento a 55°C por 45 segundos y la extensión a 72°C por 90

segundos. La reacción concluyó con una extensión final a 72°C por 10 minutos (Weisburg et

al., 1991).

El ADN ribosomal se compone de tres genes: una pequeña subunidad del gen 18S (SSU), un

espaciador inter genético ITS-1, el gen 5.8S, otro espaciador inter genético ITS-2 y el gen de

la subunidad grande 28S (LSU) (Dinkova y Sánchez, 2010).
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Fig. 2. Regiones del ADN ribosomal de hongos (Arbefeville et al., 2017).

Para llevar a cabo la reacción en cadena de Polimerasa de la región ITS del gen ribosomal de

hongos se utilizaron los oligonucleótidos ITS4 e ITS5 reportados en la literatura. La

secuencia del oligonucleótido ITS4 es: 5´- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3´ (20 mer) y

la del ITS5 es: 5´- GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G-3´ (22 mer). Por otro lado, para

llevar a cabo la reacción en cadena de Polimerasa de la región D1/D2 del gen ribosomal de

hongos se utilizaron los oligonucleótidos NL1 y NL4 reportados en la literatura. La secuencia

del oligonucleótido NL1 es: 5´ - GCA TAT CAA TAA GCG GAG AAG - 3´ (24 mer) y de

NL4 es: 5´ - GGT CCG TGT TTC AAG G -3´ (19 mer)

Las condiciones de reacción utilizadas durante la PCR para la región ITS y D1/D2 del gen

ribosomal de hongos se describen a continuación. En un microtubo para PCR se agregaron

los siguientes reactivos: 18.93 uL de H2O, 2.5 uL de buffer, 0.38uL de dNTPs, 0.94 uL del

primer R, 0.94 uL del primer F, 0.31 de Taq polimerasa y 1 uL de DNA.

La PCR para la región ITS se realizó bajo el siguiente programa de amplificación:

desnaturalización inicial a 95ºC durante 2 minutos, seguida de 35 ciclos; para cada ciclo una

desnaturalización a 94°C por 15 segundos, el alineamiento a 50°C por 30 segundos y la

extensión a 72°C por 1 minuto. La reacción concluyó con una extensión final a 72°C por 10

minutos. La PCR para la región D1/D2 se realizó bajo el siguiente programa de

amplificación: desnaturalización inicial a 94ºC durante 2 minutos, seguida de 40 ciclos; para

cada ciclo una desnaturalización a 94°C por 30 segundos, el alineamiento a 50°C por 30

segundos y la extensión a 72°C por 90 segundos. La reacción concluyó con una extensión

final a 72°C por 10 minutos (Weisburg et al., 1991).

5.7.3 Electroforesis

La amplificación de PCR se observó mediante electroforesis a través de un gel agarosa al

0.8% para el gen 16S y 2% para el gen 18S, el buffer de corrida 1%, un marcador de peso

molecular de 100 bp y un control negativo. El tamaño del fragmento amplificado fue de 532
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pb de la región ITS y 591 pb de la región D1/D2. Los fragmentos migraron a 100V en buffer

TAE 1X durante 40 minutos. Una vez corridos los geles fueron teñidos con Bromuro de

Etidio (BrEt) y visualizados en un transiluminador.

5.7.4 Purificación de Productos de PCR

El producto amplificado fue tomado del gel de agarosa y purificado con el Zymoclean™ Gel

DNA Recovery Kit.

5.7.5 Cuantificación

Una vez completado el proceso anterior, se revisó la concentración y calidad en el nanodrop

IMPLEMEN™ y finalmente, la muestra fue enviado a la empresa Macrogen Inc, en Corea

del Sur (https://dna.macrogen.com) para su secuenciación.

5.7.6 Análisis de secuencias genéticas obtenidas y construcción de árboles filogenéticos

Se compararon y se seleccionaron las secuencias relacionadas de las dos regiones (ITS y

D1/D2) del gen ribosomal 18S mediante el programa BLASTn, que contrasta la secuencia de

nucleótidos desconocida con una base de datos de secuencias de nucleótidos y muestra un

listado de aquellas que presentan mayor similitud. Para ello, se utilizaron tanto las secuencias

generadas por las cepas de estudio como las de las cepas tipo. Posteriormente, se llevó a cabo

un alineamiento de estas secuencias usando la función ClustalW del programa BioEdit

Sequence Alignment Editor version 7.2, las cadenas se cortaron manualmente cuando era

necesario para facilitar el alineamiento

Para el análisis de datos y secuencias se utilizó el programa MEGA versión 11. Con este

programa se obtuvo el árbol filogenético mediante el método de Maximum-Likelihood

combinando las secuencias de los taxones de la región ITS y D1/D2, con un análisis bootstrap

de 100 repeticiones. Se usó como grupo externo al género Acremonium, ya que se encuentra

fuera del clado de Sarocladium (Liu et al., 2017).

5.8 Ensayos de antagonismo

Con el objetivo de evaluar la capacidad de antagonismo de cepas aisladas del género

Sarocladium frente a cepas del género Fusarium, se realizaron ensayos de antagonismo en

placas Petri con medio de cultivo APD. Para ello, se llevaron a cabo dos tipos de ensayos: en

el primero, se inoculó el mismo día una gota de 20 µL del hongo Sarocladium (DB y FM)

alrededor de diferentes cepas de Fusarium que habían crecido previamente en medio líquido.
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En el segundo ensayo, se inoculó el hongo DB y/o FM en el centro de la placa para permitir

su crecimiento óptimo debido a su lento desarrollo, y posterior a las 24 horas se agregó una

gota de 20 µL de las diferentes morfologías que habían crecido en medio líquido del género

Fusarium alrededor de DB y FM. El ensayo se revisó cada 24 horas durante 7 días para

evaluar el proceso.

5.9 Bioensayos de conversión de la cerdaza con un consorcio microbiano

Para este ensayo se secaron y esterilizaron 12 kilogramos de cerdaza proveniente de la

empresa GCM, en Perote, Veracruz y 2 kg de suelo franco arenoso proveniente del Municipio

Palmar de Bravo, este último se secó y se dejó sin esterilizar. Se usaron las mismas

cantidades de suelo y cerdaza con el fin de tener dos tipos de tratamiento: estéril y no estéril.

Una vez hecho este proceso, se procedió a mezclar y repartir en 12 caja de plástico (12 cm x

21 cm x 34.8 cm), 4 tratamientos con 3 repeticiones cada uno, a cada tratamiento se colocó

90% de cerdaza y 10% de suelo franco arenoso, los dos primeros tratamientos estériles (T1 y

T2) y los dos siguientes sin esterilizar (T3 y T4). Se etiquetaron como E1, E2, E3, E4, E5 y

E6 a los tratamientos estériles y como N1, N2, N3, N4, N5 y N6 a los no estériles. Así

mismo, se tomó una muestra de 1 kg de sustrato y se llevaron al Departamento de

Investigación en Ciencias Agrícolas, BUAP (DICA), para obtener los siguientes parámetros

fisicoquímicos: Materia orgánica (%), Carbono (C%), Relación C/N, Conductividad eléctrica

(dS/m), Nitrógeno (N%), Fósforo (P%), Potasio (K%) y Sodio (Na%). Una vez obtenida una

mezcla homogénea en cada caja se midió la capacidad de campo del sustrato durante 48 hrs,

con este dato se llevó a cada caja al 50% de humedad, tomando en consideración la cantidad

de inóculo en medio líquido que sería colocada en los tratamientos 1 y 3, con el fin de

permitir la mejor movilización de la materia orgánica hacia los microorganismos y acelerar su

proceso de degradación.

Los tratamientos consisten en:

Tabla 1. Tratamientos del proceso de compostaje de la cerdaza.
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Posteriormente, se procedió a inocular e incubar durante 24 horas a 100 rpm a las dos cepas

seleccionadas del género Sarocladium en matraces Erlenmeyer de 250 mL en 150 mL de

medio LB líquido, todo ello por triplicado. Pasadas las 24 hrs se tomaron alícuotas del hongo

para su medición en el espectrofotómetro a una longitud de onda de 600 nm, posteriormente

se hizo uso de la plataforma Agilent Genomics: Bio Calculators para conocer la cantidad de

UFC obtenidas. Finalmente, se seleccionaron los matraces que contenían el orden de

magnitud cercanos a 10 x UFC (6,72 x en DB y 9.16 x en FM) para ser108 108 108

co-inoculados en las cajas de los tratamientos 1 y 3, colocando 5 mL de cada una y

asegurando que quedarán esparcida por toda la caja. Una vez hecho esto, se implementó el

diseño experimental con los tratamientos en el vivero “Imari Vivero Universitario”,

localizado en el interior de Ciudad Universitaria de la Benemérita Universidad Autónoma de

Puebla.

Durante los primeros 15 días se tomaron y registraron los siguientes parámetros

físico-químicos: la temperatura, el pH y la humedad de cada caja. Posteriormente, cada 7 días

hasta el día 64. Para la medición del parámetro químico de pH, se tomaron 5 g de muestra de

cada caja y se añadieron 10 mL de agua destilada, luego se agitaron durante 20 minutos para

tomar la medición del pH con un potenciómetro (phmeterater quality tester multifunction,

model EZ-9908). En cuanto a la medición de los parámetros de la temperatura y humedad

relativa, se utilizó un higrómetro para suelos (Other®, Medidor de suelo 3 en 1 para jardín

PH). También, se recabaron los datos de los parámetros ambientales de (humedad relativa y

temperatura) en el invernadero utilizando un higrómetro digital bluetooth (Xiaomi®).

Se llevó a cabo la aireación del sustrato de cada caja cada tres días, con el fin de oxigenar el

medio, pues ello permite mejorar la actividad microbiana promoviendo la degradación

uniforme y manteniendo la relación CO2-temperatura para evitar la formación de condiciones

anaerobias al interior de la mezcla.

Una vez finalizado el proceso de compostaje se llevó a cabo la caracterización de la

composta, a partir de la toma de 100 gramos de muestra de cada tratamiento y su repetición,

todas las muestras se esparcieron en cajas petri para la toma de fotografías, posteriormente, se

pasaron por un tamiz DUVESA con una malla de abertura de 1.91 mm para separar las

partículas mayores a esta medida a las que también se les tomó una foto con la cámara del

celular Samsung Galaxy A02.
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5.10 Obtención de parámetros fisicoquímicos

Para la obtención del valor de los parámetros fisicoquímicos de la cerdaza se consideraron los

siguientes: Materia orgánica (%), Carbono (C%), Relación C/N, Conductividad eléctrica

(dS/m), Nitrógeno (N%), Fósforo (P%), Potasio (K%) y Sodio (Na%), obtenidos al finalizar

el proceso de compostaje (64 d). La muestra compuesta (100 g) de cada tratamiento fue

enviada al DICA. Una vez capturados los datos se analizaron y graficaron los datos en Excel

y R studio versión 4.2.1.

Obtención de la densidad aparente:

Las propiedades físicas que usualmente se determinan en los sustratos son: el espacio poroso

total, la capacidad de retención de agua y de aire, la densidad aparente y la densidad de las

partículas (Pastor, 2000). Para obtener la densidad aparente en húmedo y en seco de la

cerdaza de cada tratamiento después del compostaje se siguió el método del cilindro

(Laboratorio química y biología ECCI, 2021) en el cual se usó una muestra de suelo de cada

tratamiento, esta muestra se colocó en un tubo de pvc (4.5 cm de longitud, 3.6 cm de

diámetro y 7.7 g de peso), posteriormente se pesó y se registró el peso dado. Después, cada

muestra se virtió sobre un vaso de precipitado de 50 mL (se registró el peso de cada vaso) se

pesó y se metió en un horno de 105° C durante 24 horas o hasta que la muestra se secó

completamente. Una vez hecho esto, las muestras se colocaron en un desecador a temperatura

ambiente y nuevamente se registró el peso. Los datos obtenidos se aplicaron en las siguientes

fórmulas:

Densidad aparente en húmedo = Densidad aparente en seco =
𝑀

𝑎

𝑉
𝑇

𝑀
𝑠

𝑉
𝑇

donde:

Ms = Masa del suelo seco

Ma = Masa húmeda del suelo

VT = Volumen total
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VI. RESULTADOS

6. 1 Aislamiento y purificación de cepas

Al poner en práctica la identificación tradicional de microorganismos, una vez que se obtuvo

el cultivo axénico, se consideraron características fenotípicas, morfológicas y biológicas de

los hongos a través de criterios macro y microscópicos y se realizó la identificación

macroscópica mediante la observación visual de la colonia (aspecto de la colonia,

pigmentación, tamaño, forma, superficie de la colonia, textura; Tabla 2 y 3). Así mismo,

gracias a la tinción se pudo identificar la especie a partir de la caracterización morfológica

(utilizando las principales estructuras como ascas, hifas, esporas, conidios, etc.). Se

obtuvieron algunas cepas de aislados fúngicos pertenecientes al género Fusarium y de

acuerdo con su fenotipo y morfología se colocó el nombre de la presunta especie (Tabla 2).

Además, se encontraron algunas morfologías pertenecientes a dos géneros, uno de hongos del

género Sarocladium (DB y FM) y otro de bacterias del género Streptomyces (DR, E-5, EM,

FA-5) (Tabla 3).

Tabla 2. Crecimiento del micelio de hongos filamentosos aislados de muestra de cerdaza.
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Tabla 3. Crecimiento del micelio de hongos filamentosos aislados de muestra de cerdaza.
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Se demuestra la proliferación del 100% de los aislados sobre el medio agar sustrato, el cual

fue preparado a partir de muestras de cerdaza con el fin de corroborar que estas cepas

sobreviven en el sustrato (Tabla 4).

Tabla 4. Crecimiento de los aislados fúngicos sobre el medio agar sustrato (cerdaza).
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6.2 Evaluación de la actividad enzimática ligninolítica y celulolítica

Se aprecian los resultados obtenidos de la evaluación cualitativa de la actividad enzimática

lignino y celulolítica de los aislados fúngicos y los controles, en los diferentes medios, los

cuales, a partir de la formación de un halo de hidrólisis alrededor del micelio permiten dar a

conocer si el aislado fúngico inoculado es positivo o tiene la presencia de alguna enzima

encargada de degradar a alguno de estos polímeros (lignina o celulosa) (Tablas 5 y 6).

Los aislados fúngicos positivos presentan un halo de hidrólisis color rojo claro o amarillo

(medio carboximetilcelulosa), marrón o rojo oscuro (medio guayacol y ácido tánico) y

amarillo o naranja claro (naranja de metilo).

El 37.5% de las cepas que presuntamente pertenecen al género Fusarium sp. secretan

enzimas degradadoras de lignina, en donde el 87.5% de estas cepas presentó actividad

peroxidasa polifenol, pero una actividad lacasa nula. En lo que respecta a las celulasas,

ninguna cepa presentó secreción.
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Tabla 5. Evaluación cualitativa de la actividad enzimática celulolítica y ligninolítica de

los aislados fúngicos pertenecientes al género Fusarium.
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El 100% de las cepas pertenecientes al género Streptomyces demuestra que secretan enzimas

degradadoras de lignina, un 80% de estas cepas presenta la enzima peroxidasa polifenol,

ninguna tiene la presencia de la enzima lacasa y solo un 40% demuestra la actividad celulasa

(Tabla 6).
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Tabla 6. Evaluación cualitativa de la actividad enzimática celulolítica y ligninolítica de

los aislados fúngicos.
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Se muestra el valor del índice enzimático celulolítico y además se resumen los resultados de

la evaluación cualitativa lignino y celulolítica, a partir de estos resultados se seleccionó a las

dos cepas con mayor actividad enzimática usadas en el compostaje (Tabla 7 y 8). Como se

observa, se tienen cuatro aislados con tres de cuatro positivos (Tabla 8); sin embargo, se

eligió a la cepa DB debido a que fue la única cepa de las 15 que presentó halo de hidrólisis en

el medio guayacol y a FM por tener el valor más alto en el índice de actividad enzimática

celulolítica.

Tabla 7. Tabla resumen de la evaluación cualitativa de la actividad enzimática
celulolítica y ligninolítica de los aislados fúngicos pertenecientes al género Fusarium.
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NC: no crecimiento.

Tabla 8. Tabla resumen de la evaluación semi-cuantitativa y cualitativa de la actividad
enzimática celulolítica y ligninolítica de los aislados fúngicos.

NC: no crecimiento.

6.3 Caracterización de los aislados fúngicos seleccionadas para la degradación de la

cerdaza

A partir de la inoculación de los aislados seleccionados en medios con diferente pH y puestos

bajo diferente temperatura se registró que estos pueden crecer en un pH que va de 5-8.5 y

bajo un rango de temperatura de 20- 37°C.

6.4 Identificación molecular

Identificación molecular de Streptomyces spp.

A continuación se observan los geles que muestran el gen ribosomal 16s (100-110 pb) de las

cuatro cepas de actinobacterias aisladas:
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Fig. 3. Bandas de ADN de actinobacterias sobre gel de agarosa. De izquierda a derecha, el
primer carril muestra la cepa DR, el segundo carril representa la cepa E-5, el tercer carril la cepa EM, el cuarto

la cepa FA-5 y el último carril es el marcador molecular de 100 pb.

6.4 Identificación molecular de Sarocladium spp.

La concentración y pureza de las muestras de ADN que se secuenciaron fue de: ITS 1.- 59.4

ng.μL, 2.-98.3 ng.μL, NL 1.-71.9 ng.μL y 2.- 72.4 ng.μL.

Fig. 4. Bandas de ADN de hongos sobre gel de agarosa. Las primeras tres bandas pertenecen a la
cepa DB, las bandas 4-6 pertenecen a FM, las siguientes seis bandas pertenecen a Rhizopus stolonifer, el carril

13 es el control negativo, el carril 14 es control positivo y el carril 15 muestra el marcador molecular.

6.5 Análisis de secuencias

Los secuencias recibidas por MACROGEN (Korea) al ser procesadas en BIOEDIT (ver) y

en BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, 2023),

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) se identificaron y compararon con los nucleótidos de

secuencias de las especies que los resultados arrojaron.
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Tabla 9. Información de las especies más relacionadas a las especies identificadas
molecularmente en este trabajo.

Los análisis en BLAST y el árbol filogenético obtenido demuestra que los aislados fúngicos

que presentaron mayor actividad enzimática celulolítica y ligninolítica están estrechamente

relacionados a Sarocladium killiense y S. zeae en la región D1/D2 y las regiones ITS (Fig. 5).

La región D1/D2 resultó en 591 pb y 532 pb para la región ITS.

La similitud más alta entre los dos aislados y otras especies de Sarocladium identificadas fue

del 99%, con la cepa de Sarocladium killiense HKAS 101476 (Código de acceso, GenBank

MK616348.1) (Tabla 9). En el Anexo 1 se encuentran las secuencias consenso obtenidas.
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Fig. 5 Árbol de máxima verosimilitud (ML) y el modelo Tamura-Nei obtenido del ADN
combinando las secuencia de dos loci (D1/D2 e ITS). En cada nodo se muestran los valores de

soporte de Bootstrap por encima del 50 %. Acremonium variecolor se usa como grupo externo.

6.5 Ensayos de antagonismo

Se usaron a las cepas seleccionadas para el compostaje contra cinco morfologías

representativas del género Fusarium, ya que se tiene registro que una especie de este género

(Sarocladium zeae) participa en el biocontrol de los hongos del género Fusarium (Kemp et

al., 2020). Se observa que efectivamente las cepas pertenecientes al género Sarocladium

resultaron ser hongos potenciales que evitan la proliferación de algunas morfologías de

37



hongos potencialmente fitopatógenos, la cepa FM es capaz de antagonizar el crecimiento de

las morfologías C3 y C4 y DB antagoniza el crecimiento de C2, C3 y C4 (Tabla 10).

Tabla 10. Ensayos de antagonismo de aislados fúngicos contra aislados de morfologías
pertenecientes al género Fusarium.

Tabla 10. En color verde se encuentran las cepas que sí antagonizaron. Todos los ensayos se hicieron por
triplicado.
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6.6 Compostaje

Fig 6. Muestra inicial de la cerdaza que se sometió al proceso de compostaje.

Capacidad de campo

De acuerdo con los resultados obtenidos a partir de llevar a cabo la fórmula para conocer la

capacidad de campo de la muestra de cerdaza que se sometió al proceso de compostaje se

sabe que 2. 150 kg de sustrato seco tienen la capacidad de retener 1. 521 kg de agua

Temperatura, pH y humedad

Los resultados de la variable temperatura, permiten observar que los tratamientos siguen un

mismo patrón de cambio de temperatura durante los días de compostaje, se observa que

durante las primeras dos semanas la temperatura incrementa de 25°C-40°C, principalmente

en los días 3-7, posteriormente en los días 8, 11 y 12, vuelve a incrementar de 27°C-30°C. Se

observa que la temperatura registrada más alta fue de 40.8°C, durante el día 14, una vez

pasado este día la temperatura tiene un descenso significativo (23°C) (Fig. 7). Los valores de

temperatura entre tratamientos no son significativamente diferentes entre sí (p = 0,0962).
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Fig. 7. Cambios en la temperatura, pH y humedad durante el proceso de compostaje en
los diferentes tratamientos. T1: tratamiento 1 (estéril y con inóculo presente), T2: tratamiento 2 (estéril y

sin inóculo), T3: tratamiento 3 (no estéril y con inóculo presente), T4: tratamiento 4 (no estéril y sin inóculo
presente). pH (p = 0,6324), humedad (p = 0,4067) y temperatura (p = 0,0962).

En cuanto al valor de pH (Fig. 7), se observa que los tratamientos mantienen valores

similares a lo largo del proceso de composteo (p = 0,6324), con valores alcalinos (8-10),

iniciando con valores que van desde 8.2-8.7; durante los primeros 10 días hay un patrón de

fluctuaciones (incremento y decremento) del pH en los cuatro tratamientos. En días

posteriores, se presenta un descenso drástico hasta el día 14 (medición obtenida pH 8.1 - 8.7)

y vuelve a aumentar (8.5-9.5) hasta el día 22. Por último, en el día 50 nuevamente descienden

los valores y a los 7 días aumentan de nuevo (9.11-9.38).

Por otro lado, respecto al parámetro físico de humedad, se observa que durante los primeros

29 días fluctuó entre 50-80%. A partir del día 36, los valores aumentaron drásticamente

(90-100%) (Fig. 7). No hubo diferencias significativas en este parámetro físico (p = 0,4067).

Finalmente, para conocer la influencia que tiene una variable abiótica sobre otra durante el

proceso de compostaje se analizaron los resultados de las pruebas de correlación entre estas
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variables. Se observa que la relación existente entre la temperatura y humedad es positiva,

pero muy débil, ya que solo hay un impacto del 2.2 % entre ambas variables (Tabla 11; Fig.

8).

Por otro lado, en lo que respecta a la temperatura y el pH (Tabla 11; Fig. 8) indica una

correlación muy débil entre las dos variables, ya que sólo el 0,1% de la variación del pH

puede ser explicada por la variación de la temperatura. Finalmente, se observó que hay muy

poca relación entre la humedad y el pH, ya que sólo el 14,8% de la variación del pH puede

ser explicada por la variación de la humedad (Tabla 11; Fig. 8).

Tabla 11. Coeficiente de correlación y determinación de las relaciones entre variables
abióticas registradas durante el proceso de compostaje.

Fig. 8. Relación existente entre la A) temperatura y humedad B) temperatura y pH C)
humedad y pH obtenida a lo largo de 64 días de composta. Las curvas representan la variación

de la temperatura, la humedad y el pH durante el proceso de compostaje. Los puntos representan los valores
registrados en diferentes momentos del proceso. Se presentan los coeficientes de determinación (r^2) para cada

relación analizada.
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Caracterización de la composta obtenida al finalizar el proceso de compostaje

A continuación se muestran tres tablas que permiten conocer a simple vista cómo se observan

las partículas de la composta obtenida de cada tratamiento al finalizar el proceso de

compostaje, ya que es una variable relevante en la caracterización de las compostas.

Tabla 12. Muestras de composta pasadas a través de un tamiz de 2 mm.

Tabla 12. T1: tratamiento 1 (estéril y con inóculo presente), T2: tratamiento 2 (estéril y sin inóculo), T3:
tratamiento 3 (no estéril y con inóculo presente), T4: tratamiento 4 (no estéril y sin inóculo presente).

Se demuestra que existe una mayor cantidad de partículas >1.9 mm en el tratamiento 4 y 3 y

una menor cantidad en el tratamiento 2 y 1 (tabla 13; tabla 14).

Tabla 13. Peso en gramos de partículas >1.9 mm de la composta, tomados a partir de
una muestra de 100 gramos.

Tabla 13. T1: tratamiento 1 (estéril y con inóculo presente), T2: tratamiento 2 (estéril y sin inóculo), T3:
tratamiento 3 (no estéril y con inóculo presente), T4: tratamiento 4 (no estéril y sin inóculo presente).

A continuación se observan las muestras producto del proceso de compostaje, de cada

tratamiento y su repetición:
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Tabla 14. Muestras de cerdaza después del proceso de compostaje.
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Tabla 14. E1-E3 corresponden tratamiento 1 (estéril y con inóculo presente), E4-E6 corresponden al tratamiento
2 (estéril y sin inóculo), N1-N3 corresponden al tratamiento 3 (no estéril y con inóculo presente), N4-N6

corresponden al tratamiento 4 (no estéril y sin inóculo presente).

En la Tabla 15 se muestran dos apartados que permiten observar cómo se comportan los

parámetros fisicoquímicos durante un proceso de compostaje, el primer apartado muestra los

valores permitidos por la NMX-AA-180-SCFI-2018, Test Method for the Examination of

Composting and Compost (TMECC) y Canadian Council of Ministers of the Environment

(CCME) en una composta ideal y en el segundo apartado se pueden observar los valores

iniciales y finales de los parámetros fisicoquímicos registrados en este trabajo.

En la Fig. 9 se muestra gráficamente los cambios en los valores de los parámetros

fisicoquímicos evaluados (Materia orgánica (%), Carbono (C%), Relación C/N,

Conductividad eléctrica (dS/m), Nitrógeno (N%), Fósforo (P%), Potasio (K%), Sodio (Na%))

en la muestra de cerdaza inicial (día 0) y a la composta, producto del compostaje (día 64).
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El porcentaje de materia orgánica disminuye al final del proceso de compostaje, siendo el

tratamiento 1 y 2 los que tienen una menor cantidad de materia orgánica, pues redujo un

74.44% y 73.81% y el tratamiento 3 y 4 contienen una mayor cantidad de materia orgánica,

pues solo redujeron 52.61% y 46.38%, pero quien tiene una menor reducción en el contenido

de materia orgánica es el control, pues solo redujo un 6% del 100% (MO = 80.18) (Fig. 9a;

Tabla 15).
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Tabla 15. Tabla comparativa de los cambios en los valores de parámetros fisicoquímicos
evaluados durante el proceso de compostaje (64 días) y el valor permitido por la

NMX-AA-180-SCFI-2018, TMECC (2002) y CCME (2005).
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Tabla 15. En rojo se señalan los valores que rebasan el límite permisible. T1: tratamiento 1 (estéril y con
inóculo presente), T2: tratamiento 2 (estéril y sin inóculo), T3: tratamiento 3 (no estéril y con inóculo presente),

T4: tratamiento 4 (no estéril y sin inóculo presente).
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Fig. 9. Cambios en los parámetros fisicoquímicos al inicio y al final del proceso de
compostaje en el C, T1, T2, T3 y T4. a) Materia orgánica (%) b) Carbono (C%) c) Relación C/N d)
Conductividad eléctrica (dS/m) e) Nitrógeno (N%) f) Fósforo (P%) g) Potasio (K%) h) Sodio (Na%). C: control
(cerdaza obtenida de las granjas sin ningún tratamiento durante el tiempo de compostaje), T1: tratamiento 1
(estéril y con inóculo presente), T2: tratamiento 2 (estéril y sin inóculo), T3: tratamiento 3 (no estéril y con
inóculo presente), T4: tratamiento 4 (no estéril y sin inóculo presente).
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Finalmente, se observan los valores de densidad aparente en húmedo y en seco (Tabla 16)

obtenidos en cada tratamiento al finalizar el compostaje, con el fin de conocer la propiedad

del sustrato que ayudará en la sobrevivencia de las plantas, pues sí esta densidad es alta,

como el T1, indica que el suelo se encuentra muy compacto, por ende no es un sustrato apto

para el crecimiento de plantas.

Tabla 16. Densidad aparente de la composta en los cuatro tratamientos

Tabla 16. T1: tratamiento 1 (estéril y con inóculo presente), T2: tratamiento 2 (estéril y sin inóculo), T3:
tratamiento 3 (no estéril y con inóculo presente), T4: tratamiento 4 (no estéril y sin inóculo presente).

49



VII. DISCUSIÓN

7.1 Aislamiento y purificación de hongos microscópicos

El uso de especies de la microbiota nativa representa una herramienta biotecnológica

importante en la resolución de la contaminación ambiental, por ello la importancia de

continuar con estudios de esta índole (Cruz-Ramírez et al. 2012), ya que como se observó en

las Tablas 2 y 3 la obtención de microorganismos fúngicos a partir de una sola muestra de

sustrato resultó en 15 diferentes morfologías que posiblemente juegan un rol importante en la

degradación de lignina y celulosa (Tabla 5 y 6) y en el antagonismo de especies

fitopatógenas (Tabla 9).

El uso de microorganismos durante el compostaje reduce el tiempo de descomposición de la

materia, un proceso de composteo sin la adición de microorganismos es de aproximadamente

170 días, dependiendo del tipo materia orgánica, la aireación, humedad y población de

microorganismos presentes (Zhu, 2000).

Las especies de microorganismos del suelo que se obtienen a partir de un aislamiento

depende de diferentes factores externos tales como: condiciones fisicoquímicas, temperatura,

humedad, oxígeno, nutrientes, condiciones del terreno y sus cuidados, presencia o ausencia

de flora, entre otros factores (Fernández et al., 2006). Se ha encontrado que algunos géneros

de microorganismos fúngicos encontrados en la rizósfera generalmente son: Penicillium,

Paecilomyces y Aspergillus, entre otros (Vieira y Nahas, 2005; Campuzano et al., 2017).

De acuerdo a las características morfológicas observadas en la Tabla 2 de las diferentes cepas

observadas (evaluación macro y microscópica) de los hongos y comparadas con las

morfologías reproductivas de las especies estudiadas (Grata, 2020; Kratka y Kovacikove,

1979; Mezzomo et al., 2018; Wang et al., 2021; Punja, 2020), se podría inferir que las cepas

aisladas (As, Bs y Cs) son especies pertenecientes al género Fusarium, al mostrar

características particulares como crecimiento filamentoso, textura algodonosa de color

blanco y pigmentación en tonalidades de color morado, rosa, café-rojizo o amarillas, tal como

las presentaron los aislamientos obtenidos en este estudio, pero esta identificación requiere de

realizar técnicas moleculares con base a la amplificación y secuenciación de los genes

ribosomales 18S y 28S, así como las regiones ITS para tener una identificación adecuada.
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El encuentro de este género Fusarium concuerda con los microorganismos registrados en

otros trabajos donde se analiza la composición de residuos de producción porcina (Deng et

al., 2021; Gutarowska et al., 2017; Valenzuela et al., 2019).

Asimismo, para la caracterización e identificación de las especies: DR, EM, E-5 y FA-5 se

comparó la morfología macro y microscópica observada en otros trabajos de actinobacterias

(género Streptomyces), en los cuales son caracterizadas por presentar un micelio color marrón

a grisáceo con esporas en el centro de su desarrollo (Nguyen et al., 2020) además, se

comprobó que se trataba de bacterias a partir de los análisis moleculares positivos con kits

para bacterias (Chao et al., 2006; Chaiham et al., 2020; Akshatha y Kalyani, 2022) y en lo

que respecta a las cepas DB y FM se comparó su morfología con especies del género

Sarocladium debido a su gran similitud morfológica (Cruz et al, 2017; Summerbell, 2011).

De acuerdo a varios trabajos, el género Streptomyces se ha registrado en los residuos de

producción porcina, de hecho son bacterias que comúnmente se encuentran en el suelo y

diversos ambientes (Hu et al., 2015; Liu et al., 2019; Wang et al., 2020). En cuanto al género

de Sarocladium aún no se tienen registros de presencia en este tipo de sustrato, pero sí en

estiércol de animales como vacas, aves y cerdos (Ramos et al., 2020; Watanabe et al., 2014;

Zhou et al., 2017).

7.2 Identificación molecular de las cepas seleccionadas con mayor capacidad

ligninolítica y celulolítica

Las especies DB y FM pertenecen al género Sarocladium, ya que de acuerdo con la

morfología macro y microscópica que presentan y a los análisis moleculares que se

obtuvieron a partir de la extracción de ADN se permite observar una cercana relación

evolutiva con este género perteneciente al orden Hypocreales (Cruz et al, 2017; Summerbell,

2011).

Para confirmar esta identificación se puede observar el árbol de máxima verosimilitud (ML)

obtenido a partir de las secuencias consenso y las secuencias de especies cercanas a estas, el

cual se generó a partir de un árbol consenso bootstrap inferido de 100 repeticiones, el cual

representa la historia evolutiva de los doce taxones que se analizan, dentro del árbol

filogenético se muestra el porcentaje de árboles de los taxones que se agruparon durante las
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100 repeticiones (Felsenstein, 1985). Este análisis involucró 12 secuencias de nucleótidos.

Hubo un total de 1,707 posiciones en el conjunto de datos final (Tamura et al., 2021). Y

demuestra la relación filogenética estrecha de las especies aisladas en este trabajo con S.

killiense y S. zeae.

7.3 Antagonismo

El género Fusarium es conocido por contener especies fitopatógenas, este género se encontró

en más del 50% de especies en estudio (Tabla 2), debido al contenido de rastrojo de maíz

presente en la cerdaza y a su aislamiento a partir del suelo, lo cual podría indicar que los

cultivos sometidos a la cerdaza podría representar una fuente importante de pérdidas

económicas en la agricultura (López, 2011). Por otro lado, se logró obtener dos aislados

pertenecientes al género Sarocladium, el cual es caracterizado por ser una especie endófita

del maíz y con la capacidad de actuar como un antifúngico, particularmente, inhibiendo el

crecimiento de especies del género Fusarium (Araújo et al., 2017; Kemp et al., 2020).

Al realizar ensayos de antagonismo con especies de hongos microscópicos del género

Sarocladium aisladas a partir de la muestra de cerdaza inicial, se observó que efectivamente

estas tienen la capacidad de interferir en el crecimiento de hongos del género Fusarium, lo

cual es de importancia ya que estas representan una posible herramienta de control biológico

para contener la propagación de Fusarium spp., fitopatógeno responsable de grandes

afectaciones sobre los cultivos (Kemp et al., 2020; Yang et al., 2021).

Se ha reportado que la capacidad que tienen algunas especies del género Sarocladium de

inhibir o detener el crecimiento de especies fitopatógenas del género Fusarium se debe a la

producción de metabolitos secundarios, los cuales alteran transmisión de señales internas en

Fusarium que naturalmente permiten su propagación. Por lo tanto, hacen que el tiempo de

proliferación de especies de Fusarium sea más lento y las especies de Sarocladium tomen

lugar sobre el sustrato, tal como se muestra en los ensayos de antagonismo de la Tabla 4,

donde las cepas C2, C3 y C4 que presuntamente fueron identificadas en base a su morfología

y fenotipo como Fusarium spp. están siendo inhibidas por los aislados identificados como

Sarocladium sp. Por el contrario, la cepa Fusarium A2 continúa con su crecimiento a pesar de

que Sarocladium sp. esté presente, como se mencionó anteriormente, solo algunas especies

del género Fusarium pueden ser inhibidas por Sarocladium (Kemp et al., 2020; Yang et al.,

2021).
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7.4 Actividad enzimática

Los hongos realizan procesos complejos a niveles fisicoquímicos y bioquímicos con el

establecimiento y desarrollo de hifas en el sustrato que le otorgue los nutrientes necesarios

para su supervivencia, el sustrato usado en este trabajo fue modificado a nivel bioquímico y

físico (Kirk y Cullen, 1998) por la actividad de estos microorganismos, haciendo que el

porcentaje de lignina y celulosa se redujera cualitativa como cuantitativamente (Tabla 5 y 6).

Diversos grupos de microorganismos tienen la capacidad de degradar elementos orgánicos

compuestos por lignina y celulosa en estructuras más simples. En este estudio se observa que

la mayor parte de los aislados fúngicos presentan esta propiedad.

El uso de indicadores como rojo congo, naranja de metilo, ácido tánico y guayacol permiten

la visibilidad de actividad lignino como celulolítica, respectivamente, ya que se observa el

cambio de coloración o la formación de halos de hidrólisis, observados en la Tabla 5 y 6,

debido a la actividad que realizan las enzimas (celulasa, lacasa y polifenol peroxidasa) al

entrar en contacto con estos colorantes (Kalmis et al., 2008).

7.4.1 Actividad enzimática celulolítica

Como se muestra en la Tabla 5, los aislados fúngicos As, Bs y Cs (pertenecientes al género

Fusarium) no presentaron la formación de un halo de hidrólisis como las especies Ds, Es y Fs

(Tabla 6). Sin embargo, sí se observa un cambio de coloración de rojo a rojo-amarillento, lo

cual, demuestra la afinidad que tienen las enzimas secretadas por estas especies con la

carboximetilcelulosa (CMC), se infiere que estas enzimas oxidan a la única fuente de celulosa

(CMC) que hay en el medio. Este resultado, concuerda con Sáenz (2009) y Campuzano y

colaboradores (2017), quienes mencionan que los géneros de hongos microscópicos que

tienen actividad celulolítica son: Penicillium, Aspergillus, Fusarium y Mucor, siendo

Fusarium un género encontrado en este estudio.

Se observa que existe actividad enzimática celulolítica en casi todas las cepas aisladas,

particularmente las cepas Ds, Es y Fs que son las que revelan un halo de hidrólisis, indicativo

de la oxidación de celulosa contenida en el medio carboximetilcelulosa. Además, en la Tabla

8 se observa que el índice enzimático celulolítico más alto lo expresan las cepas: DR, EM y

FM. Estos resultados se deben al uso de la carboximetilcelulosa como sustrato de las enzimas

que degradan celulosa (B-glucosidasa, endoglucanasa, exoglucanasa), ya que esta representa
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una fuente de carbono que permite el desarrollo del hongo. Una vez que las enzimas se

encuentran presentes en el medio degradan las cadenas de B-1,4 glucósidos de las que se

compone la celulosa y al añadir el rojo congo se permite visualizar la zona de hidrólisis,

observada en las cepas Ds, Es y Fs; este colorante actúa ante una actividad despolimerizante,

es decir, ante la desintegración de polímeros, en este caso, la celulosa (Uribe y Ortíz, 2010;

Grata K., 2020).

Las especies aisladas del género Sarocladium demuestran tener la capacidad de degradar la

cerdaza. Existe evidencia experimental que demuestra que la secreción de enzimas

producidas por este género que son capaces de degradar compuestos lignocelulósicos, tales

como: β-glucosidasa, endo-1,4-β-D-glucanasa, exo-1,4-β-D-glucanasa y

endo-1,4-β-D-xilanasa (Tarayre et al., 2015). En la Tabla 6 y 8 se observa la formación de un

halo de hidrólisis en Sarocladium sp. cepa FM, indicativo de que sí secretó alguna de las

enzimas mencionadas anteriormente, pero no para la Sarocladium sp. cepa DB. En contraste,

las especies del género Fusarium tienen menor capacidad celulolítica que DB (Jing (2010),

Riyadi (2020); Majumdar y colaboradores (2014); Tarayre y colaboradores (2015)).

Dos de las cuatro aislados fúngicos obtenidos y presuntivamente identificados como

pertenecientes al género Streptomyces (DR y EM), también demuestran una capacidad alta de

secretar enzimas celulolíticas, tal como se observa en la Tabla 6 y 8 y como lo reportan

Prasad y colaboradores (2013), quienes mencionan que estos microorganismos representan

una fuente importante en el reciclaje de nutrientes y en la degradación de materia orgánica

debido a la producción de celulasas.

Una de las razones por las que los hongos de este estudio pudieron evidenciar la actividad

enzimática celulolítica es el pH de los diferentes medios y el pH del sustrato del que fueron

aislados, ya que estos se encuentra dentro del rango 4-7, valores que permiten a los hongos

secretar enzimas celulolíticas, por otro lado, si el pH hubiera presentado valores menores a 4

los microorganismos se verían afectados y por lo tanto, sus actividades enzimáticas y la toma

de nutrientes y ácido orgánicos disminuyen (Kavanagh, 2005).

7.4.2 Actividad enzimática ligninolítica

La lignina es un compuesto orgánico difícil de degradar debido a su estructura; la producción

de enzimas ligninolíticas que participan en este proceso como la lacasa y MnP están
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influenciadas por distintos factores externos, tales como: temperatura, composición de

nutrientes (C y N), pH, agitación, presencia de inductores (alcohol veratrílico o etanol),

compuestos similares a la lignina, entre otros (Osma et al., 2010).

Existen diferentes géneros de microorganismos capaces de degradar a la lignina, entre ellos

se encuentran: Penicillium spp., Fusarium spp. y Aspergillus spp. (Mahalingam y

Maruthamalai, 2014), en este estudio, se aisló al género Fusarium y demostró a partir de la

observación de los halos de hidrólisis generados en los diferentes medios que algunas

especies pertenecientes a este género llevan a cabo actividades enzimáticas ligninolíticas

(Tabla 5; Tabla 7).

En lo que respecta al género Streptomyces, se sabe que algunas especies pertenecientes a este

tienen la capacidad de secretar enzimas ligninolíticas a partir de inocularse en medio ricos de

lignina y mostrar un halo de hidrólisis, como los que se observan en la Tabla 6. Se ha

demostrado que al inicio de la inoculación se forma una zona clara alrededor de la colonia

debido a la despolimerización que lleva a cabo la enzima fenoloxidasa, lacasa o quinona

oxidoreductasa al estar presente de un medio rico en lignina (Sivakumar et al., 2004).

Por otro lado, hasta el momento se sabe que una especie del género Sarocladium (S. kiliense)

puede degradar a componentes similares o que se encuentran unidos a la lignina debido a la

secreción de las enzimas β-xylosidasa y endo-1,4-β-D-xylanasa, las cuales participan en la

degradación del xilano, una hemicelulosa unida a las cadenas de lignina (Tarayre et al.,

2015).

7.4.2.1 Lacasa y Lignino Peroxidasa

Enzimas como la lacasa y lignino peroxidasa (LiP) tienen la capacidad de decolorar al

naranja de metilo, ya que este pigmento está compuesto principalmente de ácido

4-aminobencenosulfónico, componente que los hongos pueden degradar y convertir en CO2

(Stolz, 2001). Lo anterior, permite inferir que todas las especies de microorganismos aisladas

en este estudio secretan ambas enzimas, ya que como se observa en las Tablas 5 - 8, apartado

Enzimas degradadoras de lignina (naranja de metilo), se forman halos de hidrólisis alrededor

del crecimiento de los organismos.
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7.4.2.2 Lacasa

La enzima lacasa o peroxidasa tiene la capacidad de oxidar a varios compuestos orgánicos, el

ácido tánico se ha usado como uno de los indicadores de la producción de esta enzima (Niku

et al., 1988; Mahalingam y Maruthamalai, 2014), al formarse un halo color café alrededor de

la colonia, como los que se observan en las Tablas 5 y 6, apartado Peroxidasa polifenol

(ácido tánico), el cual permite observar el nivel de producción o secreción de la enzima que

generan las especies A1, A2, BC2, BT, BT1, C3, C4, DB, DR, EM, E-5, FM y FA-5 para

degradar el sustrato.

Para que exista la síntesis de la enzima lacasa se requiere de fuentes altas de nitrógeno

(Eggert et al., 1996; Rodríguez y Hansen, 2007). Según Eggert (1996), la actividad de lacasa

en P. chrysosporium fue solo detectable bajo un alto contenido de nitrógeno (0.673 g de N

por litro). Posiblemente a ello se deba la falta de observación de esta enzima en las placas de

medio guayacol con las diferentes cepas aisladas, ya que la única fuente de nitrógeno

contenida en este medio se encuentra en 0.491 g de N por litro.

7.5 Compostaje

Durante las últimas décadas se han realizado varios intentos por encontrar una forma

económica y sustentable de mejorar la productividad del suelo, ya que el uso de fertilizantes

químicos tiene costos elevados y trae consigo consecuencias ambientales dañinas (Radke et

al., 1988), particularmente sobre el suelo, ya que muchos de estos componentes generan

acidificación y degradación de las propiedades físicas (Ogbodo, 2013). Lo anteriormente

expuesto justifica la relevancia de este y otros estudios, ya que a partir de los resultados se

proponen alternativas de manejo para minimizar el problema, una de estas alternativas es el

uso de estiércol como abono, este desecho puede provenir de granjas de producción animal,

granjas que han ido en aumento durante los últimos años (Radke et al., 1988; Ahn et al.,

2011).

Actualmente el tratamiento de desechos sólidos orgánicos, como lo es la cerdaza, se ha

realizado a partir de la descomposición aeróbica o el compostaje, ya que permite la

degradación y el reciclaje de componentes orgánicos, promueve el proceso de humificación a

partir de la actividad de microorganismos presentes que generan enzimas extracelulares.

Estas enzimas se caracterizan por degradar los polímeros (componentes de la materia
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orgánica) y se obtiene composta como producto final, la cual juega un rol importante en la

mejora de la estructura del suelo y la retención de agua (Jurado et al., 2014; Wei et al., 2016).

En las Tabla 12, 13 y 14, se puede observar que el proceso de compostaje a partir de la

cerdaza estéril presenta menor peso de partículas mayores a 1.9 mm, que los tratamientos no

estériles, lo cual permite establecer que estos tratamientos son una alternativa que ayuda en la

formación de humus o sustrato útil para fungir como tierra arable debido a la degradación

más eficaz de los componentes de cerdaza que los tratamientos que no fueron esterilizados.

Incluso, se puede observar que los inóculos de hongos en realidad no son un factor relevante

en el peso del tamaño de partícula >1.9 mm de la composta, ya que los valores en gramos del

tratamiento 1 y 2 y el 3 y 4 son muy similares. Aun así, sería recomendable que a estas

partículas >1.9 mm se les sometiera a un proceso adicional de compostaje adicionando más

UFC de Sarocladium spp. ya que, se sabe que las partículas mayores a 2 mm son ricas en

elementos orgánicos (López et al., 2002).

Los elementos orgánicos presentes en las partículas de composta también se deben a la

presencia de rastrojo de maíz. Se sabe que la adición de materia orgánica como el rastrojo de

maíz, las virutas de madera o el aserrín durante el compostaje incrementa la calidad del

humus que se obtiene (Kebibeche et al., 2019; Duan et al., 2021).

Es importante mencionar que durante el proceso de compostaje los microorganismos juegan

un papel importante ya que incrementan el proceso de degradación de la materia orgánica

(Morales et al., 2016) pues estos obtienen su energía a partir de los elementos orgánicos

contenidos en la materia, como los carbohidratos (lignocelulosa o sustancias proteicas) (Duan

et al., 2019; Meng et al., 2019). Particularmente, se ha observado que los hongos del género

Sarocladium, microorganismos usados en este trabajo, tienen la capacidad de participar en

bioprocesos, tales como la transformación de celulosa (Tarayre et al., 2015). De hecho, son

hongos que al ser termotolerantes se han encontrado naturalmente durante la fase termofílica

de un proceso de compostaje (Li et al., 2022; Tortosa et al., 2020).

La composta influye en la mejora de los suelos, ya que facilita su manejo, aumenta la

capacidad de retención de humedad, reduce el riesgo de erosión, ayuda en la regulación de

temperatura, aporta macro y micronutrientes, mejora la capacidad de intercambio de cationes,

aporta microorganismos que participan en la transformación de materia, aporta carbono,
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reduce los malos olores, elimina insectos, ratas, patógenos humanos, bacterias, malezas

(Román et al., 2013)

Asimismo, una composta ayuda a mantener el balance fisicoquímico y microbiológico,

incrementa el horizonte A o capa fértil, incrementa la fertilidad, (De Bertoldi et al., 1983;

Mora, 2006; Shilev et al., 2007; Marosz, 2012), genera precursores de las sustancias húmicas

(Zapata, 2009), reduce la concentración de pesticidas (Mora, 2006), previene la

desertificación (Cellier et al., 2012), entre otros.

Conocer los niveles de parámetros fisicoquímicos bajo los que se encuentra una composta

permite diseñar recomendaciones de aplicación ambientales seguras y eficientes, que

determinen la disponibilidad de cada parámetro para las plantas. Los cambios dados en los

parámetros fisicoquímicos durante el proceso de compostaje se encuentran en la Tabla 3 y en

la Fig. 7 y 8. En dichas figuras se observa que al finalizar el compostaje los niveles de

materia orgánica (%), Carbono (C%), relación Carbono/Nitrógeno (C/N), Nitrógeno (N%),

Fósforo (P%) y Potasio (K%) disminuyeron y los niveles de pH y conductividad eléctrica

(dS/m) aumentaron en los cuatro tratamientos al final del proceso de compostaje. Cada uno

de estos parámetros serán abordados a continuación.

7.5.1 Temperatura

Durante el proceso de compostaje se presentaron diferentes etapas, donde la temperatura es

una variable de gran relevancia, la cual presenta un patrón similar durante todo el proceso de

compostaje en los cuatro tratamientos (p = 0,0962). Como se observa en la Fig. 7, la primera

etapa de composta es caracterizada por el aumento de la temperatura, la segunda, llamada

termófila, es la etapa de mayor incremento y la tercera es la de enfriamiento o mesotérmica,

estos resultados concuerdan con Nóbrega y col., (2015) y Jurado y col., (2014) quienes han

registrado este patrón de temperatura durante el compostaje de materia orgánica.

El incremento en la temperatura durante la primera etapa de compostaje se observa a causa de

la degradación de la materia orgánica, la cual promovió la proliferación y crecimiento de los

microorganismos observada durante las etapas posteriores (Fig. 3; Wang et al., 2013). Hasta

ahora se sabe que la temperatura es el factor que determina el incremento o decremento en la

actividad microbiana (Du et al., 2021). Se puede inferir que los inóculos de Saroclodium spp.
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pudieron mantener su actividad enzimática durante el compostaje, ya que estos

microorganismos conservan su actividad en temperaturas menores a 50°C y la temperatura

durante el proceso no superó este valor (Tarayre et al., 2015).

7.5.2 pH

En lo que respecta a los valores de pH, se ha registrado que la tasa de descomposición

aumenta cuando el pH se encuentra entre 6.0 y 9.0 (Molinero, 1993) y justo son los rangos en

los que se encuentra durante el compostaje y el valor bajo el cual sobreviven las especies del

género Sarocladium (Tarayre et al., 2015), ya que el pH se mantuvo en valores mayores a 7.2

y menores a 9.5 (Fig. 7). El ligero aumento de pH durante este proceso indica que

probablemente se deba a la descomposición de pequeñas moléculas, a la mineralización de la

materia orgánica originada por la actividad de microorganismos y a la producción de amonio,

el cual se forma cuando las proteínas son descompuestas (Beck-Friis et al., 2003), cabe

aclarar que este aumento no tuvo un efecto en las especies inoculadas. Por otro lado, si los

niveles de pH fueran ácidos, la proliferación de microorganismos se vería limitada

(Sundberg, 2005).

El patrón de cambio de pH va aumentando conforme pasan los días, hasta llegar al punto más

alto (alrededor de 9.4) y de nuevo se reduce, pero siempre dentro del rango de pH alcalino.

Cabe mencionar que estos patrones de cambios se han registrado en diferentes trabajos de

compostaje. Se ha observado que durante la etapa inicial el incremento de temperatura y pH

está ligado al aumento de CO2 y en la etapa final se sabe que al agotarse los nutrientes del

sustrato hay un descenso en los valores de pH, temperatura y producción de CO2, lo que

demuestra la existencia de la actividad microbiana (Sundberg, 2005).

Durante la segunda etapa de composta, los ácidos se descomponen y por ende, aumenta el pH

(Fig. 3) (Beck-Friis et al., 2003), por otro lado, durante la tercera etapa existe una gran

cantidad de ácidos orgánicos como el acético y láctico, lo que provoca que el pH se reduzca,

estos ácidos se forman durante la fermentación de compuestos orgánicos que llevan a cabo

los microorganismos (Sundberg, 2005) y una vez que se encuentran en el sustrato orgánico

los microorganismos ya no pueden seguir proliferando (Cherrington et al., 1991), ya que

interfieren con sus funciones celulares (Sundberg, 2005).
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Es importante mencionar que a partir de los análisis fisicoquímicos realizados en las muestras

de cerdaza al inicio y final del compostaje se observa que hubo un incremento en los valores

de pH, de hecho se observa que estos valores rebasan los límites permisibles en la

NMX-AA-180-SCFI-2018 para una composta; diferentes autores demuestran que el nivel de

pH incrementa al final del compostaje, pero estos sí se encuentran dentro de los rangos

permisibles para NMX-AA-180-SCFI-2018, TMECC (2002) y CCME (2005) (Duan et al.,

2019; Huhe et al., 2017; Kumar et al., 2015; Li et al., 2019; Li et al., 2020; López et al.,

2010; Song et al., 2022; Zhu et al., 2021).

7.5.3 Humedad

A lo largo de todo el proceso de compostaje fue necesario mantener la humedad entre 40 y

60%, ya que estos rangos permiten la degradación óptima de la materia orgánica y el

desarrollo correcto del género Sarocladium (Aoyama et al., 2014). Además, Murwira y col.,

(1990); Liang y col., (2003) demostraron que la tasa de descomposición de estiércol de

ganado es mayor cuando la humedad se encuentra al 50%. Por el contrario, la tasa desciende

rápidamente cuando los niveles de humedad decrementan o sobrepasan el 50%, ya que se ve

limitada la actividad microbiana (Haug, 1993).

Se intuye que la tasa de descomposición de la materia orgánica descendió después del día 36

del proceso de compostaje, ya que como se observa en la Fig. 7, a partir de este día los

niveles de humedad aumentaron drásticamente, sobrepasando el 60% (Jeris y Regan, 1973;

Tamura y Osada, 2006; Zhu, 2006; Li et al., 2008). En consecuencia, al haber un alto grado

de humedad los microorganismos pierden oxígeno (O) y se disminuye el nivel de

mineralización de nitrógeno (N), pues el exceso de agua reduce el espacio de aire y se

inmoviliza a ambos elementos (Miller, 1993). Por el contrario, si los niveles de humedad son

óptimos, como los primeros 35 días, los microorganismos pueden captar con mayor facilidad

al O y aumentar su actividad, la cual contribuye a la descomposición adecuada de la materia

orgánica (Kim et al., 2016).

En la literatura se encuentran algunos estudios que sobrepasan los límites de humedad

requeridos para una composta (Duan et al., 2019; Li et al., 2020; Song et al., 2022) y solo

uno (Kumar et al., 2015) está dentro del valor permitido para la NMX-AA-180-SCFI-2018.

Este trabajo no es la excepción al rebasar los límites de humedad requeridos (25-45%) para

una composta de calidad, por lo que, es necesario su reducción. La razón por la que la
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mayoría de las compostas sobrepasen los límites de humedad requeridos quizá pueda deberse

a la acumulación de esta durante todo el tiempo de compostaje por la falta de un movimiento

de mayor fuerza que permita expandir la humedad en todo el sustrato.

7.5.4 Materia orgánica (%)

La materia orgánica es un conjunto de sustancias formadas a partir de la descomposición de

material orgánico vegetal o animal, en la que intervienen microorganismos y se obtienen

sustancias inorgánicas útiles para plantas y animales. En el proceso de compostaje, las

proteínas y los azúcares complejos se descomponen en sustancias inorgánicas, iniciando la

formación de carbono o humus. Para que la descomposición de la materia orgánica sea

efectiva, es necesario regular la temperatura, la humedad y el aire para permitir la

proliferación de los microorganismos que llevan a cabo la mineralización (Román et al.,

2013).

En lo que respecta al proceso de compostaje, se llevó a cabo la descomposición de materia

orgánica, ya que se observa un decremento al finalizar el proceso (Fig. 9a) debido a la

actividad metabólica de los microorganismos (Song et al., 2022) inoculados de Sarocladium

sp., de los cuales hasta ahora no se tenía registro de su capacidad de descomponer a la

materia orgánica. Aunado a la descomposición, es posible que se formen sustancias húmicas

estables (Shi et al., 2006; Huang et al., 2019), conllevando a una mejora en el rendimiento de

los cultivos y la fertilidad de los suelos (Rawoteea et al., 2017).

Como se observa en la Fig 8a, los tratamientos 1 y 3, es decir, a los que se les inoculó el

consorcio microbiano, tienen una reducción mayor de materia orgánica (74.44% y 52.61%,

respectivamente) que los tratamientos a los que no les hizo la inoculación de los hongos (T2:

73.81% Y T4: 46.38%); además, comparado al tratamiento control, es decir, a la muestra de

cerdaza que no se le dió ningún seguimiento de pH, humedad y aireación, la reducción de

materia orgánica en los tratamientos es alta gracias al proceso dado durante el compostaje, a

la participación de los microorganismos presentes (T2 y T4), al consorcio inoculado de

especies del género Sarocladium (T1 y T3) y al número de días que duró la composta (64 d),

ya que en otro trabajo donde se hizo uso de una membrana semipermeable durante el

compostaje en estiércol de vaca durante 42 días la materia orgánica se redujo solo un 22.36%

(Song et al., 2022).
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El porcentaje de materia orgánica de todos los tratamientos y del control se encuentran dentro

del valor permitido en un producto de compostaje (NMX-AA-180-SCFI-2018), sin embargo,

el tratamiento 4 y el control rebasan el porcentaje de materia orgánica ideal (TMECC, 2002;

CCME, 2005) (≤ 40; Tabla 15).

7.5.5 Carbono (%)

Al final del proceso de compostaje los valores de carbono de todos los tratamientos se

encuentran dentro del valor de carbono aceptado para una composta finalizada

(NMX-AA-180-SCFI-2018), estos valores son más bajos que al inicio (Fig. 9b), debido a que

es usado como una fuente de energía para la proliferación de los microorganismos presentes

(Karak et al., 2014; Tortosa et al., 2018; Vargas et al., 2010) y a la degradación aeróbica de

macromoléculas (Zhou et al., 2018) a partir de las cuales se obtiene CO2 y H2O (Huang et al.,

2017).

En otros estudios, se ha observado que al inocular a un microorganismo durante el proceso de

compostaje se reducen los niveles de carbono, en comparación a tratamientos en donde no se

lleva a cabo la inoculación (Zhu et al., 2021; Duan et al., 2019; Li et al., 2019; Kumar et al.,

2015). Por ejemplo, en este trabajo de tesis, el nivel inicial de carbono fue de 46.51% y

redujo a C: 44.08%, T1: 11.89%, T2: 12.18%, T3: 22.04%, T4: 24.94% (Fig. 9b); donde se

observa que en el control sí se redujo pero solo en menos de 2%. Por otro lado, en los

tratamientos sometidos al proceso de compostaje presentan una reducción de 20 - 35%. En

los tratamientos 1 y 3, que son los tratamientos donde está presente Sarocladium spp., el

porcentaje de reducción de carbono (T1: 34.62% y T3: 34.33%) es mayor que en los

tratamientos 2 y 4 (T2: 24.47% y T4: 21.57%) infiriendo que se debe al uso que le dan los

microorganismos a este nutriente. Es importante mencionar que la presencia del rastrojo de

maíz (fuente de carbono) se ve disminuida, después de más de 60 días, en una investigación

futura será importante hacer una medición intermedia (a los 30 días).

Los valores de reducción de carbono son similares a los reportados por Zhu y colaboradores

(2021), a pesar de que el tiempo de compostaje fue menor (42 días), observándose una

reducción del 37% de carbono en el tratamiento con inóculo y un 23.8% en el tratamiento sin

inóculo. Esto se debe a la fuerte actividad metabólica de la especie de hongo inoculada, que

utilizó el carbono como fuente de energía para la mineralización de la materia orgánica. Es

importante mencionar que la reducción del carbono da lugar a la formación de humus,
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mediante su biotransformación en sustancias moleculares más pequeñas. Por ende, se puede

mencionar que la participación de Sarocladium spp. durante el proceso de compostaje

promueve la mineralización de la materia orgánica (Li et al., 2022; Zhu et al., 2021).

7.5.6 Relación Carbono/ Nitrógeno

La relación C/N es un parámetro relevante e indispensable para el metabolismo eficaz de los

microorganismos, incluyendo a Sarocladium spp. durante el proceso de compostaje (Ma et

al., 2018; Tortosa et al., 2019). Se ha observado en varias compostas que el nivel de C/N

tiende a decrecer al finalizar el compostaje (Kumar et al., 2015; Zhu et al., 2021; López et

al., 2010; Huhe et al., 2017; Duan et al., 2019; Li et al., 2020; Li et al., 2019). Algunos

trabajos afirman que se debe a la pérdida de dióxido de carbono, ya que cuando la materia

orgánica se degrada el C va en disminución y el N aumenta, dando como resultado un

descenso en la relación C/N (Rashad et al., 2010; Karak et al., 2013).

Los valores de C/N al final del compostaje se encuentran por debajo de 15 (Tabla 15; Fig.

9c), de acuerdo a Li y col., (2019) esto es indicativo de que la composta está madura. Antes

de someter a la cerdaza al proceso de compostaje el valor de C/N era de 17.65, una vez que se

finalizó la composta los valores de todos los tratamientos se encuentran entre 10.59 - 11.91

(Fig. 9c, Tabla 15), es decir, todos están en la fase de madurez, por ende, no se puede decir

con certeza que esta especie de hongo es la que aceleró el proceso de madurez, ya que todos

los tratamientos tienen valores similares.

Además, el valor inicial de C/N no se encuentra dentro del valor óptimo para iniciar un

proceso de compostaje, ya que para lograr una degradación eficaz y estabilidad en el sustrato

los valores deben estar entre 25 y 40 (Toumela et al., 2000).

Por otro lado, en la Fig. 5c y Tabla 15 se observa que en ningún tratamiento se tiene el valor

establecido en la norma NMX-AA-180-SCFI-2018, aunque, el valor inicial de C/N de la cerdaza sí se

encuentra dentro de este rango. No obstante, de acuerdo con diversas fuentes bibliográficas los valores

iniciales y finales de C/N sí se encuentran dentro de los parámetros (≤25) para una composta de

calidad (CCME, 2005; TMECC, 2002), además, se sabe que los valores de C/N cercanos a 10 o que se

encuentran entre 11-22 son indicativos de una buena estabilización del material (Provenzano et al.,

2001; Tomati et al., 2002).
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7.5.7 Conductividad eléctrica (dS/m)

El valor de conductividad eléctrica indica la concentración total de sales solubles en agua. A

lo largo del proceso de compostaje se observó la reducción de sales en todos los tratamientos,

observando que el menor valor se dió en el tratamiento 1, a partir de ello se puede inferir que

esta reducción puede deberse a la volatilización del amoniaco dado durante el proceso de

mineralización del nitrógeno y la transformación de amonio (NH4) a nitrato (NO3
-), que lleva

a cabo el consorcio microbiano inoculado (Sarocladium spp.) (Tortosa et al., 2019; Zhang et

al., 2017). Para los tratamientos 1 y 2 (sometidos al proceso de esterilización) tienen los

valores más bajos (Fig. 9d). Sin embargo, para los tratamientos 3 y 4 (no fueron sometidos al

proceso de esterilización) también se observó un decremento en la concentración de sales,

aunque en menor cantidad, quizá pueda deberse a la competencia por nitrógeno por los

diferentes microorganismos presentes.

Durante el proceso de compostaje la conductividad eléctrica generalmente tiende a

incrementar debido a la mineralización de materia orgánica llevada a cabo por la actividad de

microorganismos (García-Gómez et al., 2005), pues se da un aumento en la concentración de

nutrientes o moléculas pequeñas (HCO3–, Mg2+, Na+, K+ y Ca2+) (Zhang y Sun, 2014). En

contraste con lo anterior, cuando existe una alta humedad durante el proceso y se lleva a cabo

la lixiviación, como es el caso de este trabajo de tesis (Bueno et al., 2013).

Los cuatro tratamientos y el control se encuentran dentro de los valores de requerimiento de

sales para un producto de compostaje (NMX-AA-180-SCFI-2018; TMECC (2002); CCME

(2005); Tabla 15). Siendo el control y el tratamiento 3 los que tienen un mayor valor de

conductividad (11. 16 y 11.47 ds/m, respectivamente) y el tratamiento 1 el menor valor (4.83

ds/m). Comparado a otros trabajos (Li et al., 2019; Kumar et al., 2015), donde la

conductividad final de la composta no rebasa 3.5 dS/m; esta diferencia puede deberse al

tiempo de proceso del compostaje al que se sometieron (32 y 35 días), aunque al igual que

este trabajo, en el trabajo de Li y col. se hizo uso de un inoculante microbiano y en el trabajo

de Kumar y col. de un consorcio microbiano (2 especies de hongos y una de bacteria).

Conocer la conductividad eléctrica de un sustrato para las plantas es sumamente importante,

ya que de ello depende la absorción de agua para su supervivencia. Una gran cantidad de

sales sobre el sustrato representa una disponibilidad de agua baja, por la gran cantidad de

solutos que hacen difícil su transporte. Además, se sabe que cuando el valor de conductividad
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eléctrica es alto puede deberse a la gran concentración de iones, que usualmente son tóxicos

para una especie vegetal, aunque, cada especie de planta responde diferente a la

concentración de sales (Cropaia, 2021).

7.5.8 Nitrógeno (%), Fósforo (%) y Potasio (%)

Los tratamientos 1, 2, 3 y 4 se clasifican como "mejorador de suelo orgánico", ya que la suma

de los nutrientes N, P y K es de 2.15, 2.43, 4.36 y 5.03, respectivamente. Por su parte, el

tratamiento control se clasifica como "fertilizante orgánico" debido a que la suma de los tres

nutrientes es de 8.08 (NMX-AA-180-SCFI-2018).

El nitrógeno puede ser retenido por algunas especies de hongos durante el proceso de

compostaje, lo cual hace que exista una menor actividad ureasa, actividad que permite el

reciclaje de N (Cui et al., 2019) y la hidrólisis de urea a amonio, haciendo que los

compuestos que contienen nitrógeno se mineralizan (Tiquia et al., 2002; Wei et al. 2019; Zhu

et al., 2021). Como se observa en este trabajo, los valores en los cuatro tratamientos fueron

menores al contenido de nitrógeno en la muestra inicial del compostaje (Tabla 15, Fig 4e).

Por lo tanto, se puede decir que el consorcio microbiano de Sarocladium spp. inoculado en

los tratamientos 1 y 3 y los microorganismos presentes en los tratamientos no estériles y el

tratamiento 2 no son capaces de fijar el N durante la composta (Yu et al., 2022).

Durante un proceso de compostaje los niveles de N van en aumento continuo, además sí se

inocula un microorganismo en el sustrato se ha observado que el nivel de N aumenta más que

sin el uso de estos (Kumar et al., 2015; Li et al., 2019; Zhu et al., 2021), de hecho se ha

registrado que la presencia de especies de Sarocladium está relacionado positivamente a la

concentración de N durante el compostaje. Sin embargo, en este trabajo no fue así, ya que los

niveles de N en todos los tratamientos incluyendo a los que tenían el inóculo de Sarocladium

spp. se redujo, a excepción del tratamiento control, ya que en este sí hubo un aumento (Fig.

9e).

Los tratamientos 1, 2, 3 y 4 se encuentran dentro del límite de N permisible para un producto

de compostaje, mientras que el control sobrepasa el rango, además, los tratamientos 1 y 2 se

encuentran dentro del tipo III de composta y el tratamiento 3 y 4 dentro del tipo II

(NMX-AA-180-SCFI-2018; Tabla 15). El valor de N del tratamiento 3 (1.85%; Fig. 5) es el
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más cercano a los requerimientos generales (1.5%) que utiliza una planta para su nutrición

(Castro y Gómez, 2010).

Es importante mencionar que debido a que hubo una baja en la concentración de N, Pepe y

colaboradores (2013) recomiendan hacer uso de bacterias fijadoras de nitrógeno obtenidas a

partir del mismo material de compostaje como suplemento, ya que son capaces de

incrementar del 16 al 26% de N. Además, existen diferentes estrategias para conservar el N

durante un proceso de compostaje, tales como: precipitar el amonio con sales de estruvita

pues ayudan a que la concentración final de N sea 1.4% y el amonio incrementa arriba de

1.5% (Jeong y Kim, 2001). Asimismo, se reduce la pérdida de N y reduce la salinidad (Wang

et al., 2016); adicionar aserrín con KH2PO4 para absorber el amonio (Hu et al., 2007),

adicionar biocarbono, ya que permite reducir la pérdida de N al absorber el amonio (Wang et

al., 2017); adicionar piedra médica a la composta, ello reduce las emisiones de amonio y N2O

(Wang et al., 2016), adicionar enzimas oxidantes de amonio de arqueas para la formación de

nitritos, pues reduce las pérdidas de N en forma de NH3 y NO2 (Xie et al., 2012); adicionar

bacterias oxidantes de amoniaco, ya que reduce la pérdida de N (Zhang et al., 2016) y/o

controlar las condiciones de la composta (temperatura, tamaño de partícula, pH y humedad),

ello permite incrementar el N a 3.2% (Bueno et al., 2008).

Por otro lado, el fósforo se encuentra en diversas partes del planeta, como en los desechos

animales y los residuos de materia orgánica (Li et al., 2014), que al ser reciclados representan

una fuente importante de nutrientes formadores de una tierra arable (Wei et al., 2015). Dentro

de los desechos animales, se encuentra un 70 a 80% de P que consumen los animales y que

debería reciclarse a partir del compostaje (Zhang et al., 2022), sin embargo, en este trabajo el

P no se encontró en gran proporción a pesar del tratamiento de compostaje que se le dió a la

cerdaza.

De acuerdo a la NMX-AA-180-SCFI-2018, los cuatro tratamientos contienen niveles muy

bajos de fósforo al final del proceso de compostaje y el control se encuentra dentro del rango

aceptado para un producto de composta (Tabla 15, Fig. 9f). Aunque de acuerdo con los

requerimientos generales (0.2%) que utiliza una planta para su nutrición el valor de los 4

tratamientos y el control se encuentran cercanos (Castro y Gómez, 2010).
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Se ha observado que cuando se inocula a un microorganismo en un sustrato que se somete a

un proceso de compostaje el porcentaje de P aumenta (Kumar et al., 2015; Li et al., 2019;

Wei et al., 2018 a,b), en este trabajo el nivel de P en todos los tratamientos, a excepción del

control, disminuyó, por lo tanto, se puede inferir que para que los microorganismos puedan

fijar el P sobre el sustrato es necesaria la participación de un gran cantidad de

microorganismos existentes en la cerdaza inicial, ya que es el tratamiento control el que tiene

la cantidad necesaria de P para considerarse como una composta ideal, por el contrario, el

consorcio microbiano inoculado (Sarocladium spp.) no tiene la capacidad de fijar el P ni en

condiciones de esterilidad (T1) o no esterilidad (T3), además, se intuye que para que existe

una fijación de P sobre el sustrato tampoco es necesaria la regulación de aireación o

humedad, ya que a pesar de que los tratamientos 3 y 4 no fueron esterilizados, no tienen la

cantidad suficiente de P (Tabla 15; Fig. 5).

Durante el compostaje sometido al estiércol porcino existen dos factores relevantes que

influyen en la dinámica del P, la humificación y la descomposición de materia orgánica, al

descomponerse las fracciones de materia orgánica se libera P, sin embargo, en las últimas

décadas esta liberación ha ido en descenso, lo cual es preocupante debido a que este nutriente

juega un papel muy importante en el crecimiento de las plantas y la fertilidad de los suelos

(Roy, 2017).

Para aumentar la disponibilidad de P en las últimas décadas se recomienda el uso de aditivos

ácidos como la pulpa de manzana, fosfoyeso, ácido fosfórico, sales de fosfato/superfosfato,

ácido cítrico, azufre y la inoculación microbiana de bacterias solubilizadoras de fosfato

durante los procesos de compostaje (Wei et al., 2018; Zhang et al., 2021), aunque aún deben

encontrase métodos específicos para cada sustrato, pues estos ácidos afectan directamente el

descenso en el pH y el aumento en la conductividad eléctrica (Wu et al., 2019). Además, el

porcentaje de P puede incrementar en una composta de estiércol de cerdo si se le agrega sales

de cloruro de magnesio y fosfato (Lee et al., 2009).

En lo que respecta al potasio (K), los tratamientos 1 y 2 contienen un porcentaje bajo de este

elemento, mientras que el tratamiento control, 3 y 4 se encuentran dentro del rango aceptado

para un producto de composta de calidad para la NMX-AA-180-SCFI-2018 (tabla 15, Fig.

9g). A lo largo del proceso de composta se redujo el porcentaje de K, en todos los

tratamientos, a excepción del control; por lo regular, durante un proceso de compostaje el K
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tiende a incrementar con o sin inóculo de un consorcio microbiano (Khan et al., 2014; Li et

al., 2019), debido a estos resultados se puede decir que el consorcio inoculado en este trabajo

no ayuda a mantener o aumentar los niveles de K, ya que en el tratamiento control sí hubo un

incremento, quizá, los microorganismos elegidos y aislados no tienen este capacidad, pero sí

otros microorganismos encontrados en la cerdaza que no proliferaron en los tratamientos por

la competencia que representa el consorcio inoculado.

Es importante mencionar que el valor de K del tratamiento 3 (1.74%) es el más cercano a los

requerimientos generales (1%) que utiliza una planta para su nutrición (Castro y Gómez,

2010). Actualmente se están haciendo varios intentos para que el uso de las compostas se

incremente y los agroquímicos se reduzcan, ya que la composta trae consigo beneficios

necesarios para el mejoramiento y recuperación de las características físicas, químicas y

microbiológicas del suelo (Sánchez et al., 2017) y el uso de agroquímicos al contrario, siguen

provocando daños irreversibles (eutrofización, erosión del suelo, pérdida del equilibrio

físicoquímico y microbiológico, contaminación del agua por escorrentía o percolación)

(White y Brown, 2010), a pesar de que la composta no mejora inmediatamente el incremento

de nutrientes como el P, K o N, sí asegura la mejora en la estructura del suelo y el transporte

de estos nutrientes a las plantas aunque no en las cantidades necesarias para una planta

(Castro y Gómez, 2010), como sí lo hacen los agroquímicos. Por ello, es necesario que estos

tres macronutrientes (N, P y K) obtenidos al finalizar la composta sean suplementados con

materia rica que contengan estos elementos, como se desglosó en cada apartado (Sánchez et

al., 2017).

Para incrementar el porcentaje de K en la composta se puede adicionar materia orgánica rica

en K, como la cáscara de plátano, la cual permite llegar a valor >100 g/kg (Bhattacharyya et

al., 2007), sales de magnesio (Jeong y Hwang, 2005; Jeong y Kim, 2001; Lee et al., 2009) o

la mica de desecho, pero para esta última se necesita a un microorganismo capaz de

solubilizarlo (Kalemelawa et al., 2012; Nishanth y Biswas, 2008). Sin embargo, es necesario

realizar investigaciones en las que se aíslen, se propaguen e inoculen microorganismos

capaces de solubilizar K, P o N en una composta.

7.5.9 Sodio (Na)

El tratamiento 1 y 2 tienen una menor cantidad de sodio que el tratamiento 3, 4 y el control

(Fig. 5h), cuando el sodio se encuentra en grandes cantidades en una composta representa un
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riesgo a la hora de aplicarlo en el suelo ya que puede provocar sodicidad (Ansorena et al.,

2014), a pesar de que los cultivos anuales no se ven tan afectados por el porcentaje alto de

Na, el suelo sí es afectado, ya que se vuelve salino; se sabe que el contenido de sodio ideal en

una composta debe ser <1% en una base seca, por lo que, siguiendo esta normativa, todos los

tratamientos se encuentran dentro del porcentaje óptimo (NCh2880, 2003). Además, al

parecer el inóculo no se ve afectado por esta cantidad de Na, ya que si hubiera gran

concentración se inhibiría la propagación del micelio de Sarocladium spp. (Panda y Mishra,

2019).

7.5.10 Densidad aparente

López (2010) menciona que la densidad aparente es una de las propiedades físicas del

sustrato que se ven favorecidas al finalizar un proceso de compostaje. Los tratamientos 3 y 4

(Tabla 16) en materia seca tienen valores ideales de densidad aparente (<0.5 g/mL) lo cual

indica que en estos tratamientos existe lugar para el movimiento de aire y agua, pues se

pueden formar espacios que sirven para el movimiento y obtención de recursos de los

microorganismos que se encuentran en la composta (López et al., 2017) por lo que, gracias a

su densidad aparente estos tratamientos serán fáciles de manipular (Abad et al., 2001).

Así mismo, el adicionar la composta seca del tratamiento 3 y 4 (Tabla 16) a un sustrato

permitirá incrementar los espacios de aire indispensables para el movimiento de

microorganismos y transporte de nutrientes hacia las plantas o cultivos, en comparación a los

tratamientos 1 y 2 de composta en seco, ya que en este tratamiento será necesaria la adición

de un componente que permita generar espacios de aire entre el sustrato (Bárbaro et al.,

2019), pues contiene gran cantidad de humedad que impedirá el movimiento de nutrientes

(Sullivan y Miller, 2005).

Por otro lado, los únicos tratamientos que tienen los valores de densidad aparente ideal (0.5 -

0.7 g/mL) de la composta húmeda son el tratamiento 3 y 4 (Tabla 16), los cuales permitirán

la generación de espacios de aire para el buen transporte de nutrientes y microorganismos

(Sullivan y Miller, 2005). Es importante mencionar que el sustrato o suelo donde se vierta

esta composta debe tener valores de densidad aparente mayores a la composta (Bures, 2002).
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VIII. CONCLUSIONES

Este trabajo es un reporte que demuestra la gran diversidad de microorganismos existentes en

los desechos orgánicos ricos en nutrientes, como lo es la cerdaza. Las dos especies fúngicas

aisladas a partir de la cerdaza e identificadas como Sarocladium spp. representan una

herramienta potencial en la degradación de la cerdaza, materia sólida que se produce día a día

en las granjas de producción porcina en el Valle de Perote y Puebla. Esta capacidad de

degradación que mostraron tener los microorganismos se debe a la secreción de enzimas

ligninolíticas y celulolíticas.

Además, el producto que se obtuvo a partir del proceso de compostaje de la cerdaza y gracias

a la participación de hongos del género Sarocladium, muestran que la composta puede ser

aprovechada como un mejorador de suelo orgánico, lo cual tiene una repercusión favorable

sobre el ambiente y el manejo agrícola. Ya que representa una herramienta disponible y de

bajo costo, que permite incrementar la nutrición de los suelos, favoreciendo el desarrollo de

microbiota e incluso contribuyendo en la restauración de suelos degradados.

Los objetivos propuestos al inicio de esta tesis se cumplieron, por lo que a partir de esta

investigación, se propone usar a estas cepas como agentes de biocontrol de especies

fitopatógenas del género Fusarium, lo cual resulta de gran interés debido a que año con año,

diversos patógenos generan daños en los vegetales y afectan los rendimientos de los cultivos

a nivel mundial.
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IX. PERSPECTIVAS

Los resultados de esta tesis abren un amplio campo de posibilidades de continuar el trabajo

con estos microorganismos. Los aislados con mayor número de positivos en la evaluación

cualitativa de actividad enzimática necesitan ser valorados cuantitativamente a partir de

métodos espectrofotométricos.

Los aislados con mayor presencia de actividades enzimáticas ligninolíticas y celulolíticas,

podrían ser aplicados en diferentes procesos industriales o de biodegradación de materia,

desechos o residuos orgánicos.

Las cepas de Sarocladium spp. aisladas en este trabajo tienen el potencial de ser usadas como

biocontroles en el crecimiento de algunas cepas de hongos fitopatógenos, por lo que se

necesitan realizar y evaluar ensayos de antagonismo contra especies de hongos de interés

agrícola para conocer a mayor profundidad su capacidad antagónica.

Para conocer con mayor certeza la relación que tienen las cepas de Sarocladium spp. aisladas

en esta tesis con S. zeae y S. killiense se necesita hacer uso de otros primers en procesos de

amplificación de PCR.
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XI. ANEXOS

Secuencias usadas para generar el árbol filogenético

>1ITS4_ITS5 y NL4
GGCCCTATTGCTGTCCGCCCATTGTGAACATACCTGTTGATCCCTCAGCAGGGTCAGCGTGCGGTGC
CGCCCGGCTCCCGGCGTCCGCCGGGGACAACCAAACTCTGAGGTTATTGTGAATCTCTCAGGGGCG
AAAGCCCGAAAACAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGACCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAC
AACGCAGCGAAATGCGATCAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTGTGAACGCA
CATTGCGCCCGCCGGCACTCCGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCATGACCCCCT
TTCGGGGGGGACCTGGTGCTGGGGATCAGCGGCCTCCGGGCCCCTGTCCCCCAAATTGAGTGGCGG
TAGCGCCGCAACCTCCCCTGCGTATTATCACACCTCGCACCGGACAGCGGCTCGGCCACGCCCTGA
AACCCCCCATTTTTTAAGGTTGACCTCTGATCACGTAGGAATACCCACTGAACTTAAGCATATCATAT
TCAAGACGGGTCATTGATGACCATTACGCCAGCATCCGTGCCGAAGCGCGTTCCTCAGTCCGCCCCA
GGGCATTACACGAACARGGCTATAACACTCCCCGAAGGGAGCCACATTCCCGCCGCCTTTATCCCCC
GGGGCAAACTGATGCTGGCCTGGACTGGCAGAGTGCACCGGCGAGAACGCCGGATGTTCAACCAA
GCCCAAGTCTGGTCATGAATGCTTCCCTTTCAACAATTTCACGTACTTTTTAACCCTCTTTTCAAAGT
GCTTTTCATCTTTCGATCACTCTACTTGTGCGCKATCGGTCTCTGGCCGGTATTTAGCTTTAGAAGAC
GTACACCTCCCATTTAGAGCAGCATTCCCAAACTACTCGACTCGTCGAAGGAGCTTTACAGAGGCTT
GGTGGTCCTACCGTACGGGGCTCTCACCCTCTATGGCGTCCCKTTCCAGGGAACTCGGAAGGCACC
TCGCCAAAAGCATCCTCTACAAATTACAACTCGGACCYTGCGGCCAGATTTCAAATWTGAKCYGTY
GCCCGCTTCACTCGCCGTTACTGAGGCAATCCCTGTTGGTTTCTTTTCCTCCGCTA

>2ITS4_ITS5 y NL4
TTACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCAGAGTGCCCTAGGCTCTCCAACCC
ATTGTGAACATACCTATCGTTCCCTCGGCGGGCTCAGCGCGCGGTGCCTCCGGGCTCCGGGCGTCCG
CCGGGGACAACCAAACTCTGATTTTATTGTGAATCTCTGAGGGGCGAAAGCCCGAAAACAAAATGA
ATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCGGCACTC
CGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCAGGACCCCCTTTCGGGGGGGACCTGGTGC
TGGGGATCAGCGGCCTCCGGGCCCCTGTCCCCCAAATTGAGTGGCGGTCGCGCCGCARCCTCCCCT
GCGTAGTAGCACACCTCGCACCGGAGAGCGGCTCGGCCACGCCGTGAAACCCCCAATTTTTTAAGG
TTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCATCAAGACGGGTCATTGATGAC
CATTACGCCAGCATCCGTGCCGAAGCGCGTTCCTCAGCWCCGCCCCAGGGCATTACACGACGGGCT
ATAACACTCCCCGAAGGGAGCCACATTCCCGCCGCCTTTATCCCCCGGGGCAAACTGATGCTGGCCT
GGACTGGCAGAGTGCACCGGCGAGAACGCCGGATGTTCAACCAAGCCCAAGTCTGGTCATGAATG
CTTCCCTTTCAACAATTTCACGTACTTTTTAACCCTCTTTTCAAAGTGCTTTTCATCTTTCGATCACTC
TACTTGTGCGCTATCGGTCTCTGGCCGGTATTTAGCTTTAGAAGACGTACACCTCCCATTTAGAGCAG
CATTCCCAAACTACTCGACTCGTCGAAGGAGCTTTACAGAGGCTTGGTGGTCCTACCGTACGGGGCT
CTCACCCTCTATGGCGTCCCGTTCCAGGGAACTCGGAAGGCACCTCGCCAAAAGCATCCTCTACAA
ATTACAACTCGGACCTTGCGGCCAGATTTCAAATTTGAGGSTGYTGCTSGCTTCACTCGCMGYTAGS
TGAGGCAATCCCTGTTGGTTTCTTTTCCTCCGCA

>MN844724.1 Sarocladium kiliense voucher KoLRI_EL006312 .B
TAGGCTCTCCAACCCATTGTGAACATACCTATCGTTCCCTCGGCGGGCTCAGCGCGCGGTGCCTCCG
GGCTCCGGGCGTCCGCCGGGGACAACCAAACTCTGATTTTATTGTGAATCTCTGAGGGGCGAAAGC
CCGAAAACAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGC
AGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCGCCGGCACTCCGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCAGGACCCCCTTTCG
GGGGGGACCTGGTGCTGGGGATCAGCGGCCTCCGGGCCCCTGTCCCCCAAATTGAGTGGCGGTCGC
GCCGCAGCCTCCCCTGCGTAGTAGCACACCTCGCACCGGAGAGCGGCTCGGCCACGCCGTGAAAC
CCCCAATTTTTTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCATATAGG
CTCTCCAACCCATTGTGAACATACCTATCGTTCCCTCGGCGGGCTCAGCGCGCGGTGCCTCCGGGCT
CCGGGCGTCCGCCGGGGACAACCAAACTCTGATTTTATTGTGAATCTCTGAGGGGCGAAAGCCCGA
AAACAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCC
CGCCGGCACTCCGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCAGGACCCCCTTTCGGGGG
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GGACCTGGTGCTGGGGATCAGCGGCCTCCGGGCCCCTGTCCCCCAAATTGAGTGGCGGTCGCGCCG
CAGCCTCCCCTGCGTAGTAG

>HG965027.1 Sarocladium oryzae CBS 399.73
TCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTTACCAGAGTGCCATAGGCTCTCCA
ACCCATTGTGAACATACCTATCGTTCCCTCGGCGGGACCAGCGCGCGGCTGCCTCAGGGCTCCGGG
CGTCCGCCGGGGACAGCCAAACTCGAATTTTGCAGTGATTCTCTGAGGGGCGAGAGCCCGAAAAC
AAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCC
GGCACTCCGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCAGGAGCACCCTTCGGGGCGCAC
CTGGCGCTGGGGATCAGCGGCCCTCGCGGCCCCTGTCCCCCAAATTCAGTGGCGGTCGCGCCGCAG
CCTCCCCTGCGTAGTAGCACAACCTCGCACCGGAGAGCGGAACGACCACGCCGTGAAACCCCCAA
CTTTCCAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCATATGCCTCAGTA
ACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCGCAAGGTCCGAGTTGTAATTTGCA
GAGGATGCTTTTGGCGAGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCC
CGTACGGTTGGACCACCGAGCCTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGC
TCTAAATGGGAGGTGTACGTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGA
GTGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGGGTTAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGA
AGCGTTTATGACCAGACTTGGGCTTGGTTGAACATCCGGCGTTCTCGCCGGTGCACTCTGCCAGTCC
AGGCCAGCATCAGTTTGTCCCGGGGGATAAAGGCGGTGGGAATGTGGCTCCCCCGGGAGTGTTATA
GCCCGCCGTGCAATGCCCTGGGACGGACTGAGGAACGCGCTTCGGCACGGATGCTGGCGTAATGGT
CATCAACGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCGTCTTCGTATGCGAGTGTTCGGGTGTCAA
ACCCCTGCGCGTAATGAAAGTGAACGTAGGTGAGAGCTTCGGCGCATCACCGACCGATCCTGATGT
TCTCGGATGGATTTGAGTAAGAGCATACGGGGCCGGACCCGAAAGAAGGTGAACTATGCCTGTATA
GGGTGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGCAGCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGTCAA
ATATGGGCATGGGGGCGAAAGACTAATCGA

>HM751086.1 Sarocladium zeae culture NRRL45893
TTACCAGAGTGCCCTAGGTCCTCCAACCCATTGTGAACATACCTAACGTTCCCTCGGCGGGCTCAGC
GCGCGGGTGCCTCCGGGCTCCGGGGCGTCCGCGGGGGACAAGCAAACCCTGATTTTATCGTGTATC
TCTGAGGGGCGAAAGCCCGAAAACCAAATAAATCACCACCCTCAGGGGCCCTTTCGGGGGGACCT
GGTGCTGGGATCAGCGGCCTCGGGCCCCCTTTCCCCAAATACAGTGGCGGTCGCGCCGCAGCCTCC
CCTGCGTAGTAGCACACCTCGCACCGGAGAGCGGTTCGACCACGCCGTAAAACCCCCAACTTTCCA
AGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAA
GAAACCAACAGGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAAGTGGAAGGCGGCCACCAGCCTCCAAATTTTG
AAAATCCTGGCCCGCCAAGGTTCCCGAGTTTGTTAATTTTGTAGGAGGGATGCCTTTTTGGCCAAGG
GTGCCCTTCCCGAAGTTTCCCCTGGAAACCGGGGACCGCCATAGAAGGGGTTGAAGAAGCCCCCGT
TACCGGGTAGGGACCCACCCGAGGCCTCCTGTTAAAGCCTCCTTTCGGACCGAGGCCGAGTTAGTT
TGGGAATTGCCTGCCTCCAAAATTGGGAAGGGTGGTACGTCCTTCCTAAAGCCTAATTACCCGCCCA
GAAGGACCCGTTAGGGCCACAAAGTAGGAGGTGATCCAAAAGGATTGAAAAGCCACTTTGGAAAA
GAAGGGTTTAAAAAGTTACGTGAAAATTTGTTGAAAAGGGGAAGCATTTATGACCAGACTTGGGCT
TGGTGAAACCTTCCGCGTTCTCGCCGGTGCACTCTGCCAGTCCAGGCCAGCATCAGTTTGCCCCGG
GGGATAAAGGCGGCGGGAATGTATCTCTCTCCGGGGAGTGTTATAGCCCGTCGTGTAAATCCCTGGG
GCGGACTGAGGAACCCCCTTCGGCACGATGCGCTAT

>HG965047.1 Sarocladium oryzae strain CBS 180.74
TGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCGCAAGGTCCGAGTT
GTAATTTGCAGAGGATGCTTTTGGCGAGGTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCATAGAGG
GTGAGAGCCCCGTACGGTTGGACCACCGAGCCTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTG
GGAATGCTGCTCTAAATGGGAGGTGTACGTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGC
ACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGGGTTAAAAAGTACGTGAAATTGTT
GAAAGGGAAGCGTTTATGACCAGACTTGGGCTTGGTTGAACATCCGGCGTTCTCGCCGGTGCACTC
TGCCAGTCCAGGCCAGCATCAGTTTGTCCCGGGGGATAAAGGCGGTGGGAATGTGGCTCCCCCGGG
AGTGTTATAGCCCGCCGTGCAATGCCCTGGGACGGACTGAGGAACGCGCTTCGGCACGGATGCTGG
CGTAATGGTCATCAACGACCCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCGTCTTCGTATGCGAGTGTTC
GGGTGTCAAACCCCTACGCGTAATGAAAGTGAACGTAGGTGAGAGCTTCGGCGCATCACCGACCGA
TCCTGATGTTCTCGGATGGATTTGAGTAAGAGCATACGGGGCCGGACCCGAAAGAAGGTGAACTAT
GCCTGTAT
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>MK616348.1 Sarocladium kiliense strain HKAS 101476
TCGTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCAGAGTGCCCTAGGCTCTCCAA
CCCATTGTGAACATACCTATCGTTCCCTCGGCGGGCTCAGCGCGCGGTGCCTCCGGGCTCCGGGCGT
CCGCCGGGGACAACCAAACTCTGATTTTATTGTGAATCTCTGAGGGGCGAAAGCCCGAAAACAAAA
TGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGA
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCGGCA
CTCGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCAGGACCCCCTTTCGGGGGGGACCTGGT
GCTGGGGATCAGCGGCCTCCGGGCCCCTGTCCCCCAAATTGAGTGGCGGTCGCGCCGCAGCCTCCC
CTGCGTAGTGCACACCTCGCACCGGAGAGCGGCTCGGCCACGCCGTGAAACCCCCAATTTTTTAAG
GTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATA

>MH871182.1 Sarocladium bactrocephalum culture CBS.749.69
GGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGG
CAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCTCACGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGCAA
GGTACTTTCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTACGGTTAGACCACC
GAGCCTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATGGGAGGTGTAC
GTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAA
GCACTTTGAAAAGAGGGTTAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCATTCATGACCAGACTT
GGGCTTGGTTGAACATCCGGCGTTCTCGCCGGTGCACTCTGCCAGTCCAGGCCAGCATCAGTTTGC
CCCGGGGGACAAAGGCGGTGGGAATGTGGCTCCTCTCGGGGAGTGTTATAGCCCGCCGTGTAATGC
CCTGGGGTGGACTGAGGAACGCGCTTCGGCACGGATGCTGGCGTAATGGTCATCAATGACCCGTCT
TGAAACACGGACCAAGGAGTCGTCTTCGTATGCGAGTGTTCGGGTGTCAAACCCCTACGCGTAATG
AAAGTGAACGTAGGTGAGAGCTTCGGCGCATCACCGACCGATCCTGATGTTCTCGGATGGATTTGA
GTAAGAGCATACGGGGCCGGACCCGAAAGAAGGTGAACTATGCCTGTATAGGGTGAAGCCAGAGG
AAACTCTGGTGGAGGCTCGCAGCGGTTCTGAGTGCAAATCGATCGTCAAATATGGGCATGGGGGCG
AAAGACTAATCGAACCTTCTAGTAGCTGGTTTCCGCCGAAGTT

>MH871457.1 Sarocladium strictum culture CBS.346.70
AGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGG
CAACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCTCACGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGCGA
GGTGCTTTCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTACGGTAAGACCACC
GAGCCTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATGGGAGGTGTAC
GTCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAA
GCACTTTGAAAAGAGGGTTAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCATTCATGACCAGACTT
GGGCTTGGTTGAACATCCGGCGTTCTCGCCGGTGCACTCTGCCAGTCCAGGCCAGCATCAGTTTGC
CCCGGGGGACAAAGGCGGTGGGAATGTGGCTCTCTTCGGGGAGTGTTATAGCCCGCCGTGTAATGC
CCTGGGGCGGACTGAGAACGCGCTTCGGCACGGATGCTGGCGTAATGGTCATCAATGACCCGTCTT
GAAACACGGACCAAGGAGTCGTCTTCGTATGCGAGTGTTCGGGTGTCAAACCCCTACGCGTAATGA
AAGTGAACGTAGGTGAGAGCTTCGGCGCATCACCGACCGATCCTGATGTTCTCGGATGGATTTGAGT
AAGAGCATACGGGGCCGGACCCGAAAGAAGGTGAACTATGCCTGTATAGGGTGAAGCCAGAGGAA
ACTCTGGTGGAGGCTCGCAGCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGTCAAATATGGGCATGGGGGCGA
AAGACTAATCGAACCTTCTAGTAGCTGGTTTCCGCCGAAG

>MH869706.1 Sarocladium kiliense culture CBS.146.62
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAACCCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGC
AACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCGCAAGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGCGAG
GTGCCTTCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTACGGTAGGACCACCA
AGCCTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATGGGAGGTGTACG
TCTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAG
CACTTTGAAAAGAGGGTTAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCATTCATGACCAGACTTG
GGCTTGGTTGAACATCCGGCGTTCTCGCCGGTGCACTCTGCCAGTCCAGGCCAGCATCAGTTTGCCC
CGGGGGATAAAGGCGGCGGGAATGTGGCTCCCTTCGGGGAGTGTTATAGCCCGTCGTGTAATGCCCT
GGGGCGGACTGAGAACGCGCTTCGGCACGGATGCTGGCGTAATGGTCATCAATGACCCGTCTTGAA
ACACGGACCAAGGAGTCGTCTTCGTATGCGAGTGTTCGGGTGTCAAACCCCTACGCGTAATGAAAG
TGAACGTAGGTGAGAGCTTCGGCGCATCACCGACCGATCCTGATGTTCTCGGATGGATTTGAGTAAG
AGCATACGGGGCCGGACCCGAAAAAGGTGAACTATGCC
TGTATAGGGTGAAGCCAGAGGAAACTCTGGTGGAGGCTCGCAGCGGTTCTGACGTGCAAATCGATC
GTCAAATATGGGCATGGGGGCGAAAGACTAATCKAACCTTCTAGTAGCTGGTTT
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>MH866490.1 Sarocladium kiliense culture CBS.122.29
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCAGTGAAGCGGCA
ACAGCTCAAATTTGAAATCTGGCCGCAAGGTCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGCGAGG
TGCCTTCCGAGTTCCCTGGAACGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTACGGTAGGACCACCAA
GCCTCTGTAAAGCTCCTTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATGGGAGGTGTACGT
CTTCTAAAGCTAAATACCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGC
ACTTTGAAAAGAGGGTTAAAAAGTACGTGAAATTGTTGAAAGGGAAGCATTCATGACCAGACTTGG
GCTTGGTTGAACATCCGGCGTTCTCGCCGGTGCACTCTGCCAGTCCAGGCCAGCATCAGTTTGCCCC
GGGGGATAAAGGCGGCGGGAATGTGGCTCCCTTCGGGGAGTGTTATAGCCCGTCGTGTAATGCCCC
GGGGCGGACTGAGGAACGCGCTTCGGCACGGATGCTGGCGTAATGGTCATCAATGACCCGTCTTGA
AACACGGACCAAGGAGTCGTCTTCGTATGCGAGTGTTCGGGTGTCAAACCCCTACGCGTAATGAAA
GTGAACGTAGGTGAGAGCTTCGGCGCATCACCGACCGATCCTGATGTTCTCGGATGGATTTGAGTAA
GAGCATACGGGGCCGGACCCGAAAGAAGGTGAACTATGCCTGTATAGGGTGAAGCCAGAGGAAAC
TCTGGTGGAGGCTCGCAGCGGTTCTGACGTGCAAATCGATCGTCAAATATGGGCATGGGGGCGAAA
GACTAATCGAACCTTCTAGTAGCTGGTTTCCGCCGAA

>HE608651.1 Acremonium variecolor strain CBS 130360
GGAGGAAAAGAAACCAACAGGGATTGCCCCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAACAGCTCAAATTT
GAAATCTGGCCCTAGGCCCGAGTTGTAATTTGTAGAGGATGCTTTTGGCGACGTGCTTTCCGAGTTC
CCTGGAACGGGACGCCATAGAGGGTGAGAGCCCCGTACGGTCATGCACCTAGCCTCTGTAAACTCC
TTCGACGAGTCGAGTAGTTTGGGAATGCTGCTCTAAATGGGAGGTATACGTCTTCTAAAGCTAAATA
CCGGCCAGAGACCGATAGCGCACAAGTAGAGTGATCGAAAGATGAAAAGCACTTTGAAAAGAGGG
TTAAATAGTACGTGAAATTGCTAAAAGGGAAGCACTTATGACCAGACTTGGGCCCGGTTAATCATCC
AGAGTTCTCTCTGGTGCACTTGGCCGGCCCAGGCCAGCATCAGTTCGTGTCGGGGGATAAAGGTTT
CGGGAATGTGGCTCCTCCGGGAGTGTTATAGCCCGTTGCGTAATACCCTGGTGCGGACTGAGGTACG
CG
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