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1. INTRODUCCION

En la mayoria de ecosistemas terrestres y en particular en los bosques, la
degradacion de la hojarasca juega un papel importante en la descomposicion de
materia organica, al representar el mayor flujo de carbono y de nutrientes, procesos
biolégicos que se ve magnificado por la accibn de una gran variedad de
microorganismos, que favorecen la fertilidad del suelo.

El proceso de descomposicién de la hojarasca no ha sido estudiado en el bosque
tropical seco, siendo de gran importancia el identificar los microorganismos y
determinar los procesos en que participan, de esta forma, el presente estudio busca
mejorar el estado del arte en el tema, centrdndose en la degradacion de la
hojarasca del arbol Machaerium arboreum, leguminosa perteneciente a la familia
Fabaceae y especie representativa de este tipo de bosque, ubicado en el
corregimiento La Garita, Los Patios, Norte de Santander.

El objetivo central del estudio fue determinar la microbiota cultivable presente en la
degradacion de la hojarasca en un periodo de ocho meses, observandose a partir
de la muestras recolectadas la pérdida de peso en la hojarasca e identificar la
microbiota bacteriana presente, entre esta, la mas frecuente en los primeros
meses, fueron bacterias pertenecientes al género Bacillus spp., Micrococcos spp.,
Staphylococcus spp., Streptococcos spp., mientras que bacterias del género
Streptomyces spp y Serratia spp, fueron aisladas e identificadas cuando la
hojarasca presenta un mayor grado de descomposicidn, caracterizado por la
pérdida de la estructura foliar y con una pérdida considerable de humedad.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL.

Identificar la microbiota bacteriana cultivable asociada a la descomposicion de la
hojarasca de Machaerium arboreum, en el bosque seco tropical presente en el
corregimiento La Garita, Los Patios — Norte de Santander.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

— Aislar las cepas bacterianas cultivables presentes en las muestras de hojarasca
de Machaerium arboreum depositadas en el bosque seco tropical del
corregimiento La garita.

— lIdentificar macroscépica, microscépica y bioguimicamente cada una de las
bacterias asociadas a la degradacién de la hojarasca de Machaerium arboreum
empleando la clave taxonémica basada Bergey’'s Manual of Sistematic
Bacteriology 22 ed y The prokaryotes 4 ed.

— Determinar la actividad celulolitica de todos los aislados obtenidos en el
estudio.
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3. JUSTIFICACION.

La importancia de la hojarasca en el ecosistema es representar el mayor aporte de
materia orgénica (Abelho, 2001), siendo el eslabon que mantiene unidos los
componentes arboreos con el suelo, y que durante su proceso de descomposicion
y mineralizacion, libera nutrientes que son nuevamente absorbidos por las plantas
(Scroth et al., 2001; Staver et al., 2001).

Es por esto, que el modelo de la dindmica de la descomposicion de la hojarasca,
se ve afectado por varios factores, que incluyen la estacionalidad de la caida de las
hojas (Wantzen et al., 2008), la temperatura, humedad, pH, nubosidad, ubicacion
geografica, han sido bien documentados y sustentados en estudios para zonas
templadas. Por lo tanto, estos modelos no pueden ser aplicados para el bosque
seco tropical. Se ha propuesto que en bosques tropicales, la funcién principal de la
hojarasca en el flujo de energia hacia cada conjunto de organismos puede ser mas
significativo por ejemplo, se establece que un bosque de manglar, el 25% de los
componentes de la hojarasca es degradado en el mismo, aportando fuentes de
carbono que pueden aumentar la biomasa bacteriana (Jennerjahn y Ittekkot, 2002),
como se indicO, procesos de este tipo no han sido abordados en estudios
focalizados sobre el Bosque tropical seco.

Factores intrinsecos y extrinsecos regulan la descomposicion de hojarasca. En
primer lugar la especie vegetal, su morfologia y la concentracibn de sus
componentes (taninos, lignina y proporcion C: N). Dentro de los factores
extrinsecos, variables tanto abidticas como biéticas, influyen de manera directa en
el proceso de descomposicion de hojarasca. El clima, la humedad y la temperatura,
son de gran importancia en el proceso de descomposicion de hojarasca (Robertson
1988; Tam et al., 1998; Romero et al., 2005). Se ha determinado que las primeras
etapas de degradacion se lleva a cabo en menor tiempo en ambientes con mayor
humedad y a una temperatura por encima de los 28°C, este proceso es propio de la
accion de hongos y bacterias (Middleton y Mckee, 2001), los cuales solo actuan,
cuando las concentraciones de taninos son bajas, debido a que son toxicos e
inhiben su crecimiento (Tam et al., 1998; Lee, 1999). La presencia y la gran
cantidad de macroinvertebrados, hace que el proceso de degradacion sea mas
rapido debido al consumo de las hojas (Middleton y Mckee, 2001). Puesto que los
factores extrinsecos afectan de manera directa la velocidad de descomposicion de
hojarasca, y poder determinar dicho proceso puede servir para evaluar un
ecosistema patrticular.

La microbiota que participa en la descomposicion de la hojarasca en el bosque
afectan de manera directa la dinamica de los procesos de descomposicion, sin
embargo, es aun incipiente las investigaciones al respecto. Sin embargo la
descomposicion de la hojarasca ocurre en puntos y tiempos especificos (Wantzen
et al., 2008), lo que hace necesario ampliar el conocimiento que se tiene acerca de
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los diferentes factores climaticos y microbianos implicados en estos procesos y que
en consecuencia, conduzca a un mejor entendimiento de éstos para zonas
tropicales y en particular para bosques secos tropicales.

El presente trabajo prevé generar conocimiento nuevo, relacionado con la
identificacion de la microbiota presente a lo largo del proceso de descomposicion
de la hojarasca de Machaerium arboreum en el bosque tropical seco buscando
establecer la relacion que tienen con el proceso de degradacion, en funcion de la
pérdida de peso.
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4. MARCO REFERENCIAL

4.1 BASES LEGALES

El presente trabajo, se fundamenta bajo la normatividad colombiana, el cual
establece lineamientos legales tal como el acceso a recursos biolégicos genéticos
contemplados en la Ley 165 de 1994 modificada en 1996 en el articulo 391.

También por medio del Decreto Ley 3570 de 2011 donde establece la estructura el
Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible y se integra el Sector Administrativo
de Ambiente y Desarrollo Sostenible, delega a la Direccion de Bosques
Biodiversidad y Servicios Ecosistémicos (DBBSE) como responsables en funcién
de adelantar el tramite relacionado con las solicitudes de acceso a recursos
genéticos, determinando asi la posibilidad de aceptar o negar la solicitud, resolver
el recurso de reposicion que se interponga Yy suscribir los contratos
correspondientes.

Las anteriores leyes se fundamentan en un marco internacional reconocido por
Colombia tal como la cumbre de la tierra en 1992 se acordo la conservacion y
utilizacién sostenible de la biodiversidad segun la FAO, para las practicas de
bioprospeccion.

4.2 ANTECEDENTES

Como marco referencial se expondrdn a continuacién trabajos previos que de
manera similar se han llevado a cabo para estudiar la descomposicién de hojarasca
de diferentes arboles en diferentes zonas geograficas y la implicacion microbiana
de estos en este proceso.

El trabajo realizado por Espinal y Montenegro en 1963, donde determinaron la
ubicacion del bosque seco tropical en el territorio colombiano (departamentos de
Cérdoba, Atlantico, Bolivar, Magdalena, y sectores al oriente de la Sierra Nevada
de Santa Marta), Valle central del rio Magdalena (LIanos de Tolima y Huila), Valle
del rio Cauca, Uramita y Dabeiba en Antioquia, Villeta (Cundinamarca),
Bucaramanga (Santander), Convencion, La Garita (Norte de Santander). El
bosque seco tropical tiene una gran biodiversidad en plantas y animales que se han
adaptado a condiciones de sequia, por lo tanto todas las especies son propias de
este ecosistema. La vegetacion presenta algunas modificaciones en su estructura
ya que poseen hojas pequefas, cortezas de troncos lisas y presencia de espinas,
los insectos y mamiferos se han adaptado a la fuerte estacionalidad y los largos
periodos de seguia. En los estudios que se han hecho hasta el momento, se ha
reportado que los bosques secos de Colombia tienen casi 2600 especies de
plantas de las cuales 83 son endémicas, 230 especies de aves de las cuales 33
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son endémicas, y 60 especies de mamiferos de los cuales 3 son endémicos
(Humboldt 2012).

Este ecosistema no se encuentra representado de manera suficiente dentro del
Sistema Nacional de areas Protegidas (IDEAM, 2006), a pesar de su amplia
distribuciéon. En 1998 el Instituto Alexander Von Humboldt, realiz6 un estudio sobre
el bosque seco tropical, determinando los aspectos climaticos y biologicos,
distribucion geografica, aspectos biogeograficos, diversidad biolégica y condiciones
actuales del Bosque seco Tropical en Colombia. También para este mismo afo.
(Amanda Varela et al., 2010), compararon la actividad microbiana en hojarasca
entre un fragmento y un area continua de bosque nublado del sector occidental de
la Sabana de Bogota y determinaron que el efecto de borde creado en los parches
de habitat generados por la fragmentacion provoca cambios micro climaticos que
pueden afectar procesos funcionales importantes para los ecosistemas terrestres,
como la descomposicién de hojarasca

Por otra parte en el 2005, por medio de la Universidad Nacional se llevé a cabo el
recuento de Microflora cultivable y endomicorrizas obtenidas en hojarasca de
bosque en Zipaquird, e igualmente en el departamento de Quindio. Asi mismo
Cuéllar et al., en el 2007 lograron aislar e identificar 6 especies de bacterias y 49
especies de microhongos a partir de hojarasca en descomposicion de caucho
Hevea brasiliensis, en el Doncello, Caqueta.

Carrillo-Fajardo et al.,(2007) describen la composicién floristica en una hectarea de
bosque seco tropical del Cerro Tasajero en Clcuta, mostrando la presencia de 281
individuos agrupados en 30 familias, 46 géneros y 60 especies, siendo Fabaceae la
familia representativa con mayor diversidad con 18 especies, seguida de
Myrtaceae, Euphorbiaceae y Rubiaceae con seis especies cada una. Los géneros
mas diversos son Machaerium (5 especies) y Eugenia (4 especies).
Estructuralmente dominan especies de porte arbustivo, con diametros inferiores a
10 cm, y alturas entre 8 y 13 m. Existe un elevado numero de especies de tipo
secundario, y una baja similitud a nivel floristico con otros bosques secos, lo cual se
debe a los fuertes niveles de disturbio por la acciébn humana.

En el 2010, se realiz6 un estudio sobre la estructura, composicion vegetal y
descomposicion de hojarasca en el suelo, en dos sitios de un bosque nublado
andino (reforestado y en sucesién espontanea), Calarca Colombia, donde los
resultados muestran que las especies que predominan son Montanoa
guadrangularis para el bosque reforestado (BR) y V. nudipes para el bosque en
sucesion espontanea (BSE).En consecuencia, para el bosque seco quien
predomina es Machaerium arboreum.

Estudios recientes como el llevado a cabo por (Thaiutsa y Granger,2015),
evaluaron la descomposicion de la hojarasca y los efectos del clima en bosque
tropical, de Tailandia, empleando tres métodos de estudio: (1) medicion de la
evolucion del dioxido de carbono o de la absorcion de oxigeno (2) observacion de
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la desaparicion del disco de las hojas y de un constituyente especifico, como la
celulosa y la lignina y (3) las actividades de la macro y microfauna, en las
condiciones particulares del substrato y del ambiente. Establecieron que el clima
(temperatura, la humedad y precipitacion) y el tipo de hoja son los factores que
impactan sobre la degradacion de la hojarasca y los microorganismos que
interfieren.
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5. MARCO TEORICO

El Bosque seco Tropical es aquel que posee una formacion vegetal que presenta
una cobertura boscosa continua y que se distribuye entre los 0-1000 m de altitud;
presenta temperatura superiores a los 24°C y precipitaciones entre los 700 y 2000
mm anuales, con uno o dos periodos marcados de sequia al afio (Espinal, 1985;
Murphy y Lugo 1986, IAVH, 1997).

5.2 EL BOSQUE SECO TROPICAL

En la actualidad el Bosque Seco Tropical se constituye en uno de los ecosistemas
mas amenazados (Janzen, 1983). Debido a que por sus caracteristicas y a la
actividad antropogénica del hombre como la ganaderia, agricultura, mineria y
deforestacién ha sufrido una intensa transformacion (Janzen, 1983; Ceballos,
1995). En Colombia, el Bosque Seco Tropical es considerado entre los tres
ecosistemas mas degradados, fragmentados y de los que muy poco se conoce.
Algunos estimativos sefialan que de bosques secos a subhimedos en nuestro pais
solo existe cerca del 1.5% de su cobertura original de 80.000 km2 (Etter, 1993;
Humboldt, 2012).

En la zona norte de Colombia se encuentran los bosques secos del Valle del Sina,
en Sabanas del Bonda en el sureste de Santa Marta y las Sabanas del valle medio
del rio Cesar (Hernandez et al., 1992); los matorrales xerofiticos de La Guajira-
Barranquilla o bosques xerofiticos de la peninsula de La Guajira (Hernandez et
al,.1992); los bosques mixtos del Catatumbo; los enclaves secos asociados en
areas interandinas comprendidos por enclaves del Valle del Patia, Valle del Cauca,
Cafnon del Dagua, Cafion del Chicamocha, desierto de La Candelaria en Villa de
Leyva y la amplia region del desierto de La Tatacoa, en el cual hace parte el Valle
del rio Cabrera (Hernandez et al.,1992), (Humboldt, 2012).

El bosque seco tropical presenta una temperatura media anual de 25°C, la
precipitacion total se encuentra en un intervalo entre 700 y 2.000 mm y se
presentan tres 0 mas meses secos en el afio (Sanchez et al., 2005). Se caracteriza
por presentar especies con estrategias adaptativas, como respuesta a la
estacionalidad climatica, entre ellas la presencia de especies deciduas (Murphy y
Lugo, 1986). Dominan especies principalmente de Leguminosae, Bignoniaceae,
Malvaceae, Apocynaceae y Capparaceae. Posee un estrato arboreo, areas basales
e indice de biodiversidad bajos, comparados con los bosques humedos y muy
humedos (Murphy y Lugo 1986; Gentry, 1995). A pesar de ello, el bosque seco
tiene altos grados de endemismo y especiacion (Pennington et al., 2006).

El bosque seco tropical presenta una temperatura media anual de 25°C, la

precipitacion total se encuentra en un intervalo entre 700 y 2.000 mm y se

presentan tres 0 mas meses secos en el afio (Sanchez et al., 2005). Se caracteriza
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por presentar especies con estrategias adaptativas, como respuesta a la
estacionalidad climatica, entre ellas la presencia de especies deciduas (Murphy y
Lugo, 1986). Dominan especies principalmente de Leguminosae, Bignoniaceae,
Malvaceae, Apocynaceae y Capparaceae. Posee un estrato arboreo, areas basales
e indice de biodiversidad bajos, comparados con los bosques humedos y muy
himedos (Murphy y Lugo 1986; Gentry, 1995). A pesar de ello, el bosque seco
tiene altos grados de endemismo y especiacion (Pennington et al., 2006).

A nivel mundial aproximadamente el 48,5 % del bosque seco tropical ha sido
convertido y su uso se ha enfocado en la agricultura y ganaderia (Hoekstra et al.,
2005), y en Suramérica este ecosistema ha perdido un 60% de su cobertura
original (Portillo y Séanchez, 2010). En Colombia se desconoce la distribucién
original del bosque seco, pero se estima que hay alrededor de unos 80.000 km?, de
los cuéles solo queda cerca del 1,5%. (Etter, 1993 citado por Alvarez et al., 1998).
El cual estaria presente en areas de uso agropecuario, como es el caso de la
region Caribe y los valles interandinos (Cauca y Magdalena) (Alvarez et al., 1998).

La mayoria de estudios se han enfocado en el desarrollo e investigacion de la
vegetacion (Devia y Gonzéalez, 1995; Mendoza, 1999; Lowy, 2000; Albesiano y
Fernadndez, 2006; Albesiano y Rangel, 2006; Carrillo-Fajardo et al., 2007, Repizo y
Devia, 2008; Ruiz y Fandifio, 2009). En el Caribe se destacan estudios sobre
vegetacion en bosque seco el cual se encuentra en buen estado de conservacion
en Santa Catalina (Bolivar) (Rodriguez, 2001), San Sebastian (Magdalena)
(Marulanda et al., 2003), en el archipiélago de San Bernardo (Florez y Etter, 2003),
en el Parque Nacional Natural Tayrona (Carboné y Garcia, 2010) y en Aguachica,
Cesar (Garcia y Rivera, 2010). A su vez se han realizado algunos estudios que
involucran aspectos ecoldgicos y estudios de especies particulares (Ruiz et al.,
1997; Ruiz et al., 2000; Uribe et al., 2001; Ruiz et al., 2005; Fernandez, 2006;
Yepes y Villa, 2010).

El alto grado de amenaza que sufre el bosque seco, producto de su larga historia
de transformacion y degradacion en el Neotrépico y especificamente en Colombia,
se suma a las grandes deficiencias que actualmente presentan las estrategias para
su conservacion. Arango et al., (2003) estimaron que sélo el 3 % de los bosques
secos del pais estan incluidos en areas protegidas, todos ellos ubicados en la eco
region del Caribe, donde se encuentran los relictos de bosque en mejor estado de
conservacion.

5.2 DESCOMPOSICION DE HOJARASCA

La hojarasca puede definirse como uno de los horizontes constituyentes del suelo y
es llamado horizonte A0O (Ibafez, 2006), el cual esta constituido en su mayoria por
restos vegetales recientemente desprendidos por la vegetacién (hojas secas,
frutos, pequefas ramas, trozos de corteza, etc.); su humedad depende del clima y
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su espesor esta condicionado con la velocidad de caida al suelo y con la velocidad
de descomposicion del material vegetal.

Beare (1995) lo denomina detritosfera, por el hecho de que constituye un habitat
complejo y un estrato importante, pues presenta gran actividad microbiana y por lo
tanto una gran actividad descomponedora, involucrando procesos fisicos vy
guimicos que reducen la hojarasca a CO,, H,O y nutrientes minerales como N, P,
K, Na, Ca, Mgy S (Moorhead et al., 1998).

La descomposicion de la hojarasca constituye la principal entrada de nutrientes al
suelo y es clave en el reciclado de la materia organica y nutriente por parte de
microorganismos, mesofauna y macrofauna, los cuales contribuyen al flujo
respiratorio y otros procesos biogeoquimicos. Toda esta materia organica se
convierte en humus, el cual actia como un depdsito que libera gradualmente los
elementos N, P, S y micronutrientes esenciales para la nutricién de las plantas y
para la poblacién microbiana del suelo (Brussaard, 1997). La materia organica
desempefia un papel importante en la estructura, aireacion y capacidad del suelo
para sostener el agua, y ofrece un medio favorable para el crecimiento de raices y
para la captacion de nutrientes. EI humus, la fraccibn mas estable de la materia
organica, forma asociaciones de enlaces con particulas de arcillas, las cuales
incrementan la agregacion del suelo y la formacion de microporos, lo que mejora la
estructura del suelo (Vaast y Snoeck, 1999). Los contenidos de materia organica y
de N en los suelos estan determinados, en primer lugar, por el clima y la vegetacion
y en segundo lugar, por factores locales como el relieve, material parental del
suelo, tipo y duracion de la explotacién de los suelos y por otras caracteristicas
fisicas y microbiolégicas (Fassbender y Bornemiza, 1987).

La poblacion microbiana en los residuos aumenta el flujo de la materia organica en
el suelo, por medio de reacciones de inmovilizacion, mineralizacion y estabilizacion.
Estos procesos son de vital importancia y ayudan a mantener el ciclo de nutricion
de las platas lo cual es importante para su conservacion a largo plazo, a través del
humus (Voroney et al., 1989).

La poblacion microbiana en los residuos aumenta el flujo de la materia organica en
el suelo, por medio de reacciones de inmovilizacion, mineralizacion y estabilizacién.
Estos procesos son de vital importancia y ayudan a mantener el ciclo de nutricion
de las platas lo cual es importante para su conservacion a largo plazo, a través del
humus (Voroney et al., 1989).

Swift et al., (1979) y Codteaux et al., (1995) describen que la descomposicion de
hojarasca involucra dos procesos simultaneos y fundamentales: la mineralizacion y
la humificacion. El proceso de humificacion contribuye a la fertilidad del suelo
conservando nutrientes y energia (Lavelle et al., 1993). La mineralizacion se define
como la transformacion de compuestos organicos en compuestos inorganicos
disponibles para las plantas y microorganismos (Coyne, 1999).
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Swift et al., (1979), desarrollaron un modelo relacionado con la regulacién o tasas
de descomposicion de hojarasca y de la materia organica del suelo, teniendo en
cuenta tres grupos de factores: factores climaticos (temperatura, humedad y pH), el
segundo trata de la quimica de la hojarasca, en particular concentraciones de
nitrogeno, fésforo, celulosa, lignina y polifenoles; el tercero abarca los organismos
del suelo o la comunidad descomponedora (microbiota, microfauna, mesofauna y
macrofauna).

El resultado de la descomposicion es un flujo de moléculas orgénicas e inorganicas
desde la materia orgénica hasta el suelo las cuales se reciclan mediante un flujo
continuo de nutrientes, que puede estar determinado por las caracteristicas fisicas
y quimicas por variables climéticas, que pueden afectar la actividad que llevan a
cabo los microorganismos en la degradacion de la hojarasca y sobre todo aquellos
macroorganismos que fragmentan e ingieren la materia organica. (Swift et al., 1979,
Verhoef y Brussaard, 1990).

La participacion de microorganismos degradadores de lignina, celulosa y otros
componentes, sumado al lavado hacia horizontes mas profundos del suelo de
componentes solubles, cuyo carbono y nitrdgeno son progresivamente
mineralizados e inmovilizados, hacen dificil la determinacion de la contribucion de
cada uno de estos procesos a la descomposicion (Hobbie, 1992). De otro lado, la
calidad del material vegetal aporta la energia disponible para los organismos
descomponedores, definida por los constituyentes organicos y los contenidos de
nutrientes: proporciones carbono soluble, celulosa (hemicelulosa) y lignina (Smith,
1994; Swift et al., 1979; Meentemeyer, 1978).

Otra caracteristica relevante de los detritos es su naturaleza quimica, la cual afecta
la tasa de descomposicion y respiracion (Chapin et al., 2002). La hojarasca con
menor relacion C:N se descompone mas rapido debido a la mayor disponibilidad de
N para los descomponedores (Wagner y Wolf, 1998). Entre los factores abibticos
gue afectan la respiracion pueden mencionarse el contenido hidrico, el cual puede
variar segun el grado de fragmentacién del sustrato y la temperatura, que inciden
directamente sobre las poblaciones microbianas y su actividad enziméatica asociada
(Chapin et al., 2002).

Duchaufour, (1987) dividié la hojarasca en tres clases: mejorante, acidificante e
indiferente, teniendo en cuenta variables como los componentes constituyentes del
material vegetal y la relacibn C: N. La hojarasca mejorante tiene hojas poco
lignificadas y ricas en nitrdgeno, con una relacion C:N inferior a 25:1. La acidificante
tiene altos contenidos de lignina, lipidos y taninos, y la relacion C:N sobrepasa el
umbral de 50, la indiferente posee caracteristicas intermedias entre la mejorante y
la acidificante, pero su relacion C:N de sus residuos vegetales no lignificados
fluctia entre 30 y 50.

La relacion entre la calidad de la hojarasca y la descomposicion en particular ha
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sido definida como la facilidad relativa de la mineralizacion por organismos
descomponedores (Paustian et al., 1997). Sobre la calidad de la hojarasca se han
definido indices de calidad quimica usando varias proporciones de C, N, lignina y
polifenoles (Osorio, 2004). Primero, la relacion C:N es aceptada como un factor
determinante en las tasas de mineralizacion, pues disminuye con el incremento de
las tasas de C:N y segundo, la lignina contribuye a que la degradacion de la
hojarasca sea mas dificil (Melillo et al., 1982).

Sin embargo, se sabe que el aumento en la pérdida de masa de material
recalcitrante o con alta relacion C: N o lignina: N, es mayor cuando se incrementa
la diversidad de hojarasca asociada al nUmero de especies o0 grupos funcionales;
sin embargo, en hojas de rapida descomposicion, la diversidad de las especies
acompafantes de hojarasca es de limitada importancia al no ejercer influencia
alguna sobre la tasa de descomposicion. Al respecto, Aerts, (1997) encontré que la
evapotranspiracion es una variable importante en el control de la calidad influyendo
en el porcentaje de descomposicion en materiales de mayor calidad.

El aumento de la diversidad de hojas de especies vegetales en la hojarasca cuando
hay macrofauna presente conduce al incremento en la pérdida de masa de
hojarasca de baja calidad y al descenso de la pérdida de masa en hojarasca de alta
calidad, al compararse con la hojarasca en descomposicibn en ausencia de
macrofauna. Esto asocia a la presencia de milipedos, a un aumento en la
descomposicion de material recalcitrante y la presencia de lombrices al material de
rapida descomposicion. En tal sentido, la presencia de fragmentadores de
hojarasca ejerce una influencia positiva sobre la pérdida de masa (Hattenschwiler y
Gasser, 2005; Ambrecht, 2000).

Las diferencias interespecificas en las propiedades de la hojarasca inciden en los
procesos locales de descomposicién y por lo tanto en el ciclaje de carbono y
nutrientes minerales. Las propiedades de la hojarasca asociadas a una tasa lenta
de descomposicion incluyen una alta relacion C:N una alta relacion de lignina a
nutrientes minerales y una abundancia de fenoles u otros compuestos secundarios
(Lambers et al., 1998; Cornelissen, 1996). Este tipo de descomposicion lenta
reduce la disponibilidad de nutrientes para el nuevo crecimiento, debido a la
inmovilizacién de estos en las acumulaciones de detritos. Por otra parte, una
descomposicion rapida de la hojarasca, producto de una menor razén C:N, un bajo
contenido de lignina o escasez de compuestos secundarios, potencia un ciclaje
mas rapido en el ecosistema forestal. Aunque los factores bidticos y abidticos sin
duda influyen en las tasas de descomposicion, no se sabe con certeza hasta qué
punto la tasa de descomposicion es afectada por la especializacion de la fauna
detritivora a la vegetacion autoctona de una region (Lambers et al., 1998).

Hay varias técnicas utilizadas para la medicion de la descomposicion de hojarasca.
En el método de bolsas de descomposicion se estima la pérdida de peso y los
cambios en la composicion de nutrientes de una cantidad conocida de material, que
es monitoreada durante un periodo de tiempo (Berg y Laskosk, 2006); este es el
método mas usado. Otra técnica son las bandejas de descomposicion en contacto
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con el suelo, que consisten en cajas de malla plastica que permiten el acceso de
invertebrados que fraccionan la hojarasca, siendo muy similar a las bolsas de
descomposicion sin exclusion de edafofauna (Del Valle, 2003), métodos como
estos son realizados en campo; otros métodos efectuaban experimentos en
microcosmos que permitian manipular las condiciones climaticas y determinar el
efecto sobre la descomposicion de materiales vegetales (Cortet et al.,, 2003;
Heemsbergen et al., 2004). La respirometria es otro modelo en la que se evalla la
cantidad de CO, liberada como ultimo producto de la mineralizacién de los
materiales descompuestos.

5.3 BIOTA EN LA DESCOMPOSICION DE HOJARASCA:

La naturaleza de la biota del suelo varia con la composicion quimica de los
sustratos; algunos grupos predominan por periodos de tiempo muy cortos, como
dias, otros mantienen abundancias altas durante largos periodos. Cuando los
tejidos vegetales se incorporan al suelo, la abundancia de las bacterias alrededor y
dentro de los materiales mas profundos se incrementa rpidamente, aunque un
aumento en el numero de bacterias ocurre solamente de manera directa sobre los
compuestos vegetales (Alexander, 1981; Burbano, 1989).

La hojarasca se descompone por una variedad de microorganismos, que al ser
clasificados dentro de grupos funcionales que intervienen en el proceso de
degradacion, definen al grupo funcional como un ensamblaje temporal o
permanente de especies que realizan una misma funcion en el ecosistema
(Blondel, 2003) y que permiten establecer y evaluar su capacidad de reflejar el
estado de conservacion de la biodiversidad en un area dada (Colwell y Coddington,
1996; Pearson, 1994).

En la descomposiciéon de la hojarasca participan hongos y bacterias, algunos
pertenecientes a grupos funcionales celuloliticos y ligninoliticos que son capaces
de degradar compuestos tipicos de las plantas como celulosa, acido huamico,
xilanos, taninos y lignina (Alexopolus, 1985; Kjgller y Struwe, 1992). Estos
microorganismos al poseer complejos enziméticos de celulasas, hemicelulasas,
oxidasas, peroxidasas y quitinasas, llevan a cabo con mayor eficiencia los procesos
de descomposicién (Kang et al., 1999). Aunque las actividades enzimaticas y su
expresion varian con la composicion y caracteristicas de la hojarasca o el sustrato
a descomponer, son un componente esencial para comprender a cabalidad el
proceso de descomposicion (Heal et al., 1997).

Los hongos presentan dominancia en el proceso de descomposicion por tener
mayor habilidad para colonizar y descomponer el material vegetal (Kuter, 1986;
Kjoaller y Struwe, 1992). La descomposicion de las hojas esta dada en dos pasos: el
primero se refiere a la deposicidn y el segundo a la colonizacién en hojas vivas (Dix
y Webster, 1995), en la deposicion las hojas estan expuestas a un constante flujo
de esporas proveniente de la atmésfera (Knoll y Schreiber, 2000), que seran
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depositadas en el filoplano a través de mecanismos como el impacto del viento,
lavado, salpicado y sedimentacion (Dix y Webster, 1995), iniciandose la segunda
fase con una colonizacion de hojas vivas por hongos endofitos, saprobios (Bell,
1974) y potenciales patdégenos (Dix y Webster, 1995; Filipello et al., 1997).

La descomposicion y el ciclaje de nutrientes estan regulados por factores
fisicoquimicos ambientales, la calidad del sustrato y la comunidad de organismos
descomponedores (Lavelle et al., 1993; Joffre y Agren, 2001). Estos organismos
estan principalmente representados por la microbiota (hongos y bacterias) y la
fauna edéfica (artrépodos). Pese a que en los Ultimos afios varios estudios se han
enfocado en las relaciones entre la estructura de las comunidades y el
funcionamiento de los ecosistemas (Hector et al., 1999; Huston et al., 2000), pocos
se han centrado en la estructura de la comunidad de fauna del suelo y el
funcionamiento del mismo (Cortet et al.,, 2003). Aunque en los ecosistemas
terrestres la diversidad bioldgica de los suelos se conoce muy poco (Wall y Virginia,
2000) se ha establecido que los grupos funcionales de la biota del suelo
contribuyen a la regulacién de procesos vitales para el funcionamiento de los
ecosistemas, tales como la descomposicion, el secuestro de carbono y el ciclaje de
nutrientes (Groffman y Bohlen, 1999; Liiri et al., 2002).

La fauna del suelo contribuye en este proceso y mantiene la fertilidad del suelo
(Swift et al.,, 1979; Coleman y Crossley, 1996; Lussenhop, 1992). Como
consecuencia de estas relaciones de cadenas tréficas que ocurren en los
ecosistemas, las alteraciones de la estructura de ensamblaje de microartrépodos
han demostrado tener efectos positivos en la respiracion del suelo y la lixiviacion
(Heneghan y Bolger, 1996).

La diversidad de la macrofauna, mesofauna, microfauna y el contenido de biomasa
de estos en diferentes estratos de un agro ecosistema, constituyen indicadores de
sostenibilidad que favorecen la comparacion de varios sistemas de produccion y la
dindmica de la materia organica, elemento fundamental de la sostenibilidad de un
sistema de produccidon (Carrera, 1999). Algunos estudios realizados en la
macrofauna de ecosistemas de selva baja caducifolia en Cuba y Mexico reportan
las abundancias de macrofauna (Mijail et al., 1996; Naranjo y Palacio, 1997), pero
sin ningun andlisis en la funcibn que cumplen en la descomposicion de la
hojarasca; sin embargo, Martinez—Yrizar (1980, 1984) sefialaron que al no excluir a
la edafofauna fragmentadora las tasas de descomposicién mostraban niveles mas
altos, por lo cual las investigaciones se direccionaron en el establecimiento de la
intervencion de la edafofauna fragmentadora en el proceso de descomposicion de
la hojarasca. En cafetales, pastizales y bosque secundario, Pardo et al., (2006)
mostraron diferencias en cada uno de estos y sugiere que los macro invertebrados
expresan en su poblacion y biomasa respuestas ambientales asociadas mas con la
estructura del agro ecosistema que con la variacion quimica, fisica o microbiologica
del habitat.
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Algunos estudios realizados previamente por Cenicafé en las zonas cafeteras de
Colombia no han sido enfaticos en la descomposicion de hojarasca sino en la
liberacion de nutrientes que aporta esta. Como Farfan y Urrego, (2007) que
evaluaron la descomposicion y liberacion de nutrientes en Cordia alliodora, Pinus
oocarpa y Eucalyptus grandis en sistemas agroforestales con café en el
departamento del Quindio, mostrando que el sistema de cultivo de café a libre
exposicion solar o bajo sombra, no afecta la descomposicion de sus residuos
vegetales. Cardona y Sadeghian, (2005) evaluaron en agro ecosistemas de café a
libre exposicion y bajo sombrio el ciclo de nutrientes y la actividad microbiana en
términos de respiracion, encontrando variaciones en las concentraciones de
nutrientes sin encontrar diferencias en las tasas de descomposicion entre los
cafetales.

La biota incluye una amplia variedad de microorganismos tales como bacterias,
hongos, protozoarios, nematodos y virus. En general, las bacterias descomponen
los substratos de facil uso, los compuestos de carbono simple tales como las
exudaciones de las raices y los residuos frescos de las plantas. Los desechos
producidos por las bacterias se convierten en materia organica. Este desecho es
menos descomponible que el material original de plantas y animales, pero puede
ser usado por un gran nimero de organismos. Algunos de estos descomponedores
pueden descomponer incluso pesticidas y agentes contaminantes en el suelo. Son
especialmente importantes en la inmovilizacion y retencién de nutrientes en sus
células vy, por lo tanto, previenen la pérdida de nutrientes de la zona de las raices
(Ingham, 2000).

Los hongos descomponen la materia organica mas resistente, reteniendo en el
suelo los nutrientes obtenidos bajo forma de biomasa de hongos y liberacién de
CO.. El material menos resistente es descompuesto primero mientras que el
material mas resistente, como la lignina y las proteinas, es descompuesto en varias
etapas. Muchos de los productos de desechos secundarios son acidos organicos;
por ello, los hongos ayudan a incrementar la acumulacién de materia organica rica
en acidos humicos, resistentes a una degradacién posterior (Ingham, 2000).

En un estudio hecho por Bernal et al.,, (2006); sobre la microflora cultivable y
endomicorrizas obtenidas en hojarasca de bosque (paramo guerrero - finca puente
de tierra) Zipaquira, Colombia lograron determinar que los microorganismos con
mas frecuencia pertenecen a los géneros Staphylococcus, Bacillus, Pseudomonas,
Micrococcus, Penicillium, Rhodotorula y se aislé una cepa de Cladosporium spp.

Trabajos realizados por McGuire, en 2011 en bosque lluvioso tropical han
encontrado una gran diversidad y heterogeneidad de comunidades
descomponedoras de hojarasca, principalmente de hongos.

Por su parte Cantrell, (2011), encontré6 que la riqueza bacteriana en los suelos
muestra una interaccion significativa entre la temporada y los residuos, asi mismo
gue la comunidad bacteriana y de hongos tiene cambios significativos en las hojas
senescentes a través del tiempo.

24



La presencia bacteriana en procesos de descomposicion de material
lignocelulolitico se ha abordado en el estudio llevado a cabo por Kielak, et al.,
(2016), usando madera de pino, donde encontraron que en las primeras etapas han
sido encontradas Gammaproteobacteria del orden Xanthomonadales vy
Pseudomonadales en etapas medias Alphaproteobacteria; Rhodospirillales asi
como Betaproteobacteria de las Burkholderialles. Estos datos pueden dar indicios
del comportamiento bacteriano en el proceso de descomposicion de la hojarasca
de Machaerium arboreum, por ende este trabajo subyace en conocer las bacterias
implicadas en la mineralizacién de la hoja.
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6. METODOLOGIA

6.1 AREA DE ESTUDIO.

El area de muestreo corresponde a la zona de bosque seco tropical del
corregimiento de La Garita, municipio de Los Patios, entre los 0 - 650 msnm
(7°50"17"N 72°50'47"0). y el procesamiento de la muestra se llevdo a cabo en el
laboratorio del Grupo de Investigacién en Microbiologia y Biotecnologia (GIMBIO)
de la Universidad de Pamplona (Ver anexo 1, imagen B)

La Garita

L
oA
By

Figura 1. Ubicacion del area de muestreo

6.2 MUESTREO Y PERDIDA DE PESO.

La muestra de hojarasca del arbol Machaerium arboreum fue tomada en el bosque
seco tropical del corregimiento de La Garita, a lo largo de un transepto de
100X20m, partiendo de la recoleccion de hojas verdes del arbol, las cuales,
posteriormente fueron sometidas a secado y repartidas en bolsas con una red
tubular de nailon de 20 * 20 cm y una malla de 0,5 mm de luz, aproximadamente.
Sesenta y nueve (69) muestras, cada una, con 20 g de hojarasca, fueron
dispuestas, en un didmetro de 30 metros alrededor del enclave geografico,
ubicandolas bajo los arbustos de Machaerium arboreum y asegurandose a estos
por medio de ataduras empleando hilo nylon de alta resistencia. (Ver anexo 1,
imagenC, D, E, F)

Se procede a analizar la muestra inicial y se toma muestra cada mes, durante los
seis primeros meses Yy luego una muestra al octavo mes. Las muestras fueron
llevadas al laboratorio GIMBIO de la Universidad de Pamplona, donde fueron
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analizadas.

Para determinar el peso seco o biomasa de la hojarasca, se pesa “in situ” la
muestras extraidas en cada muestreo (5 a 7 muestras), empleandose una balanza
de precision.

6.3 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LA MICROBIOTA ASOCIADA A LA
DESCOMPOSICION DE LA HOJARASCA.

A partir de las muestras recolectadas de hojarasca, se aislara mediante cultivo en
medios de enriquecimiento, las bacterias y hongos que se encuentren asociadas a
su degradacidén. Se emplea la metodologia de diluciones seriadas y siembra en
placa en superficie para conteo de células viables bacterianas empleando los
medios de cultivo, Agar nutritivo y Agar BHI (Madigan et al., 2000), incubandose a
25°C por 1-2 dias. Para la identificacidbn bacterias presentes en la muestra de
hojarasca, se procederd a la purificacion de cada uno de las colonias o morfo
especies o biotipos, diferenciadas en su crecimiento macroscopico.

A partir de las siembras en estos medios, se determind el recuento general de
bacterias presentes en la hojarasca en descomposicién. Una vez concluida la
incubacion, se realiza el conteo de las colonias microbianas presentes en el medio
de cultivo y se determinan las unidades formadoras de colonias por gramo de
hojarasca seca (UFC/g hojarasca).

6.4. SUBCULTIVO Y PURIFICACION.

El subcultivo de las bacterias aisladas se realizé mediante siembra por agotamiento
en agar nutritivo, incubando a 25°C por 24 horas y se realiz6 la descripcion
macroscopica y microscopica de las colonias bajo tincion de Gram.

Se realizé la caracterizacién bioquimicas de cada aislado, soportado en las claves

taxonomicas de Bergey’'s Manual of Sistematic Bacteriology 22 ed y The
prokaryotes 4™ ed (Ver Anexo 5, a, b, ¢, d, e, f, g).

6.5 IDENTIFICACION MACROSCOPICA.

Se procedido a describir macroscopicamente cada una de las cepas aisladas y
purificadas en cada uno de los muestreos, determindndose las caracteristicas de
color, textura, tamafio, borde, elevacién, diametro y luz trasmitida.
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6.6 IDENTIFICACION MICROSCOPICA:

A partir de las cepas purificadas y caracterizadas macroscopicamente se realizo la
tincion de Gram para determinar la morfologia y tipo de tincion presente en cada
una de ellas.

Cabe destacar que existen variaciones de esta técnica, pero en términos
generales, la tincion de Gram involucra los siguientes pasos:

Tincion inicial: las células se les adiciona cristal violeta, el cual es el colorante
primario, se procedio a agregar lugol que reacciona con el cristal violeta y forma un
complejo cristal violeta-yoduro. Seguidamente, se le adicion6 alcohol cetona un
solvente no polar, el cual actia lavando el complejo cristal violeta-yoduro de las
células Gram-negativas. De esta manera las bacterias Gram positivas contintan
moradas y las Gram negativas quedan incoloras, por ultimo se tifié con safranina,
de manera que las bacterias Gram-negativas, que habian sido decoloradas, se
tinen de rosado fucsia segun el colorante empleado; en tanto, las bacterias Gram
positivas no se afectan con la contra-tinciébn y permanecen moradas debido a lo
intenso de esta coloracién Rodriguez et al., (2005).

6.7 IDENTIFICACION BIOQUIMICA.

Se determiné las caracteristicas metabdlicas de cada una de las cepas aisladas,
mediante las pruebas de identificacion descritas en la taxonémica de Bergey's
Manual of Sistematic Bacteriology segunda edicién, The prokaryotes Actinobacteria
cuarta edicion y la base de datos ABIS Biochemical Identification.

El porcentaje da afinidad de obtuvo mediante la siguiente formula:
Resultados experimentales
Porcentaje afinidad= ------------=--=-mommmmmmmemev GREEEEEEEEEE X100
Resultados teoricos

6.7.1 Prueba catalasa.

La actividad catalasa se detectd afiadiendo unas gotas de peréxido de hidrogeno
sobre las colonias en un portaobjetos. La produccién de burbujas indica la
presencia del enzima catalasa (Schaad et al., 2001).

6.7.2 Prueba Urea.

Se cultivé el microorganismo en agar urea. Esta sera degradada por aquellos
microorganismos capaces de producir el enzima ureasa. Esta degradacion produce
amoniaco que hara variar el color del indicador rojo fenol de amarillo a rojo,
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poniéndose asi de manifiesto la actividad ureasa, (Mc Faddin, 2003).
6.7.3 Prueba citrato.

Se procedid a inocular en medio agar citrato el cual estda compuesto por
dihidrogenofosfato de amonio, que suministra la Unica fuente de nitrégeno, y citrato
de sodio, que sirve como unica fuente de carbono. El azul de bromotimol actia
como un indicador de pH, haciendo que el medio cambie de verde (neutro) a azul
(alcalino) al aumentar el pH lo que indica una reaccidn positiva para aquellos
microorganismos capaces de metabolizar el citrato de sodio. (Mc Faddin, 2003).

6.7.4 Prueba gelatina.

El medio consiste en caldo nutritivo suplementado con gelatina al 12%. Se inoculé
la muestra y se incubd a 25°C por 24 horas. La prueba positiva queda indicada por
la licuefaccion de la gelatina. (Mc Faddin, 2003).

6.7.5 Prueba nitratos.

Se inocul6 la muestra y se incub6 a 25°C por 24 horas. Se afade al tubo con
crecimiento unas gotas de acido sulfanilico (0,8 g de acido sulfanilico disuelto en
1000mL de acido acético 5N), y unas gotas de a- naftilamina (5,0 g de a-naftilamina
disueltos en 1000 mL de &cido acético 5N, si se torna a una coloracion rosada a
roja indica que los nitratos han sido reducidos a nitritos, y si no presenta dicha
coloracioén indica que la reaccion es negativa por lo tanto se agrega una pequefa
cantidad de polvo de zinc, si aparece una coloracién rosada confirma que los
nitratos no han sido reducidos a nitritos, pero si permanece igual se interpreta que
los nitratos han sido reducidos a N, gaseoso, es decir se ha producido una
desnitrificacion (Mc Faddin, 2003).

6.7.6 Actividad citocromo oxidasa.

La prueba de oxidasa es una prueba usada en microbiologia para determinar si una
bacteria produce alguna de las citocromo ¢ oxidasas. La prueba hace uso de discos
impregnados con el reactivo N,n,n,n-tetrametil-p-fenilendiamina (0 TMFD) o N,N-
Dimetil-p-fenilendiamina (o DMFD), el cual también es un indicador redox. El
reactivo pasa de azul oscuro a granate al ser oxidado, y se vuelve transparente al
ser reducido. Las bacterias oxidasa positiva poseen citocromo oxidasa o indofenol
oxidasa (una hemoproteina).

6.7.7 Hidrdlisis almidon.

Se inoculé la muestra con ayuda del asa de platino estéril, mediante una estria
sobre la superficie del agar, posteriormente se incubd a 25°C por 24h. Finalmente,
se reveld6 mediante el reactivo de lugol afiadiendo 5 ml de este sobre la placa
inoculada. La presencia de un halo alrededor de la colonia indica la hidrolisis del
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almidon por la ruptura de los enlaces bl-4 presentes en este polimero y por los que
el lugol (yodo) tiene afinidad.

6.7.8 Prueba DNAsa.

Se sembro en estria en el medio Agar DNAsa con un asa estéril. Se incubé a 25°C
- 24 h. Tras el periodo de incubacion, se afiaden 5mL de &cido clorhidrico 1N. Si se
observa la presencia de un halo transparente alrededor del microrganismo que
indica una reaccion positiva por medio de la actividad dexoribonucleasa.

6.7.9 Fermentacién de hidratos de carbono.

El hidrato de carbono al 3% se esterilizo por filtracion empleando filtros de jeringa
con 0,5 micrémetros de diametro y se agreg6 de forma aséptica a un tubo que
contenia 9ml de agua destilada con rojo fenol como indicador que previamente
habian sido esterilizados, se inocul6 la bacteria a evaluar en su capacidad
metabdlica de fermentar, lo que se evidencia en el cambio del indicador de pH rojo
fenol que se torna amarillo cuando el pH del medio desciende por debajo de 6,8
virando a un color amarillo. Este procedimiento se realiza para galactosa, lactosa,
manitol, fructosa, glucosa, xilosa, arabinosa, almidon, inositol, glicerol, manosa,
trehalosa, maltosa, gluconato.(Koneman, 2001).

6.8 CONSERVACION.

A partir de un cultivo axénico de cada una las cepas bacterianas obtenidas
previamente incubada por un tiempo no mayor a 16 horas, se obtuvo un
crecimiento masivo que se procede a recolectar empledndose una solucion
conservante de glicerol al 10% y depositandose la suspensién microbiana en tubo
eppendorf estéril rotulado con nombre de la cepa, fecha de conservacién y
llevandose a conservacion bajo congelacion a -30°C, creandose el banco de cepas
del estudio de la descomposicién de la hojarasca de M. arboreum y posteriormente
se realizaran pruebas de viabilidad para determinar su estabilidad en el tiempo e
igualmente poder ser usadas en estudios posteriores.

6.9 DETERMINACION ACTIVIDAD CELULOLITICA.

La determinacion de la actividad enziméatica se llevo a cabo, mediante una siembra
por puncién de cada una de las cepas previamente identificadas, en un medio que
contenia (g/l) 20 g de sacarosa, 1,0 g KoHPO,, 0,1g FeSOg4, 0,59 MgSO4-7H-0,
0,59 NacCl, 0,005 g NaMoO,4 2,0 g CaCOj; 15 g de agar, 20 ¢
Carboximetilcelulosa (CMC) con un pH de 7,5. Se incub6 a 25°C por 24 horas,
posteriormente, se reveld con 3mL de rojo congo al 1% (p/v) (Wen- jing el al.,
2005; Gaitan y Pérez, 2007). El colorante se dejo actuar por 15 minutos, donde
posteriormente se retird el exceso de colorante, seguidamente se lavo dos veces

30



con solucion de cloruro de sodio 2mol/ L, dejando en reposo durante quince
minutos. Se determind la actividad celulolitica por la presencia de zonas claras
(halos) manifestado por la hidrolisis de la celulosa, cuyo diametro fue medido en
milimetros (Constantino et al., 2011; Ortiz y Uribe, 2010).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1 RECOLECCION DE MUESTRAS Y PERDIDA DE PESO

Se recolectaron un total de 43 muestras de hojarasca de Machaerium arboreum, de
acuerdo a los intervalos de tiempo establecidos en el disefio experimental,
obteniéndose de cada una de ellas, el peso y el recuento total de bacterias.

La pérdida de peso de la hojarasca a lo largo de los seis muestreos correspondi6 al
36,2% del peso inicial, observandose que la concentracion de la poblacidon
bacteriana a lo largo del tiempo se mantuvo estable, excepto en los dos primeros
muestreos (tabla 1). Esta pérdida de peso pudo estar relacionada con la microbiota
bacteriana presente en la hojarasca, que emplea los recursos nutricionales de la
hojarasca como fuente de energia, especialmente consumiendo azucares y
aminoacidos en las primeras etapas de descompaosicion.

Lo cual es congruente con lo reportado por Arellano et al., en el 2004 estableciendo
gue la pérdida de peso de la hojarasca en descomposicion se inicia por una rapida
pérdida y lavado de compuestos solubles y la descomposicion de azUcares,
algunos fenoles, almidones y proteinas y una posteriormente la descompaosicion
mas lenta, debido a la presencia de elementos recalcitrantes, como la celulosa,
hemicelulosas, taninos y lignina, siendo corroborado, que a medida que avanza el
proceso de descomposicion hay una disminucion en el peso. Castellanos y Lebn en
el 2011 denotan que la calidad de la hojarasca se considera como el principal
atributo de descomposicion puesto que se ha encontrado una fuerte relacion entre
la pérdida de peso y algunos indicadores de calidad, por ejemplo el contenido de
lignina, fenoles, N, P, C/N, entre otros sin desconocer que los factores ambientales
influyen en la descomposicién de la hojarasca, dentro de los cuales y los mas
influyentes estan el clima, la humedad y la precipitacion.

Tabla 1. Recoleccion, pesaje y recuento total de la microbiota en las muestras de
la hojarasca de Machaerium arboreum-

12-sep-17 17-oct-17 20-nov-17 23-ene-18 19-feb-18 15-mar-18

Muestreos
ler muestreo 2do muetreo 3ro muetreo 4to muetreo 5to muestreo 6to muestreo

. ... 15 9 7 29 11 46 13 31 67 17 5 10 41 25 37 50 36 28 35 32 70 38 2 8 18 39 48 63 19 42 54
Codigo de lamuestra  *Muestra inicial

. 20 18 14 12,7857 13,48 12,76
Peso promedio

. . 0% 10% 30% 36,07% 32,60% 36,20%
Porcentaje perdida de pesa
9,75¢10" 1,4¥10* 1,5¢10° 9,6*10° 3.74*10° 5,8*10°
Informe recuento

; 15 12 9 10 8 6
Aislado por muestreo

* Muestrainicial de hojarasca Machaerium arboreum sin codificar
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Andlisis de la pérdida de peso y recuento total de bacterias en la hojarasca de
Machaerium arboreum a lo largo de 8 meses. Fuente (Autor).

A partir de los recuentos totales de bacterias, se escogieron las colonias
representativas del crecimiento obtenido para ser purificadas hasta obtener un
cultivo axénico y posteriormente proceder a identificarla bajo claves taxonomicas
segun Bergey’s, se evidencio que las caracteristicas macroscopicas se mantienen
relacionadas y que el niumero de colonias que se diferencian por su crecimiento, se
contabilizan entre 8 a 16 colonias cultivables, en cada muestreo.

7.2 DESCRIPCION MACROSCOPICA DE LOS AISLADOS DURANTE EL
ESTUDIO.

Se aislaron 60 cepas a partir de los seis muestreos realizados, donde se
escogieron las colonias mas representativas en cada muestreo, utilizando la
descripcion macroscopica como parametro de agrupacion, obteniéndose 20
caracterizaciones. (Ver Anexo 2).

Tabla 2: Descripcién macroscopica de los aislados obtenidos durante 6 muestreos.

Aislados
G — N ™ < Lo [{e]
rupo L -
P 3 g 3 3 3 Descripcién macroscoépica
= = = = = =
(%] (%] (%] (%] (%] (%]
(] ] ] (] (] ]
> > > > > >
= = = = = =
Colonia pequefia de 1 a 2 milimetros, color
CB1 < 1~ © ® 1 o crema, textura mucoide, que presenta una
m m m m m m ., . .
o Q Q 9 Q 9 elevacion convexa, translucida, con borde liso
= = s = S = yredonda, aunque no presenta pigmentacion.
< < < <« < <
~ Colonia grande 5mm, opaca, borde irregular,
CB2 o g color crema no genera pigmento, de textura
O O mucoide, concava.
— N
= =
< <
Colonia mediana 3mm, opaca, redonda, borde
CB3 @ liso, color amarillo palido, convexa y cremosa,
@)
—
b
<
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CB4

CB5

CB6

cB7

CB8

CB9

CB10

CB11

CB12

CB13

CB14

AM1CB13 AM1CB12 AM1CB11 AMI1CB10 AM1CB9 AM1CB8 AM1CB7 AM1CB6 AM1CB5 AM1CB4

AM1CB14

AM2CB5 AM2CB10 AMI1CB11 AM1CB4 AM2CB1 AM2CB3 AM2CB2

AM2CB6

AM3CBS8 AM3CB9

AM3CB2

AM3CB7 AM3CB5 AM3CB4

AM3CB3

AMACB4 AMACB6

AM4CB8

AMA4CB2 AM4CB1 AMACB7

AMA4CB5

AM5CB3

AM5CB2

AM5CB4

AM6CB1

Colonia mediana 4mm, color crema, textura
dura, elevaciébn convexa, translucida, con
borde liso, redonda.

Colonia grande 5mm, color crema, cremosa,
elevaciébn convexa, opaca, con borde
estrellado, forma irregular.

Colonia pequefia 2mm, color blanco, textura
cremosa, elevacién convexa, opaca, con
borde liso, redonda.

Colonia mediana 3-4mm, color Amarillo, borde
liso, mucoide, elevacion convexa, translucida,
redonda.

Colonia pequefia 2mm, color naranja pélido,
borde irregular, cremosa, convexa, translucida,
redonda.

Colonia mediana 3mm, color amarillo pélido,
borde irregular, cremosa, convexa, translucida,
redonda.

Colonia pequefia 2mm, color amarillo, borde
irregular, mucoide, convexa, translucida,
redonda.

Colonia pequefia 2mm, color crema, borde
liso, cremosa, convexa, translucida, redonda.

Colonia pequefia 2mm, translucida, redonda,
borde liso, color amarillo pdlido, no genera
pigmento, de textura cremosa.

Colonia pequefia 2mm, de color crema, textura
cremosa, borde liso, convexa, opaca, redonda.

Colonia grande 5mm, color rojo palido, textura
mucoide, borde irregular, concava, opaca.
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Colonia pequefia 1-2mm, color amarillo

n N . . . .y
CB15 Pl 2 brillante, borde liso, mucoide, elevacion
Q Q Q convexa, translucida, redonda.
s = =
< < <
Colonia mediana 3-4mm, color amarillo, borde
CB16 @ o irregular, mucoide, elevacion  convexa,
Q 9 translucida, redonda.
= =
< <
Colonia pequefia 1-2mm, color rojizo, borde
CB17 2 9@ liso, cremosa, elevacion convexa, translucida,
Q Q redonda.
s =
< <
° Colonia pequefia 2mm, color blanco, borde
CB18 o 5 g irregular, dura, elevacion convexa, opaca,
g Q 8 redonda.
= s =
< < <
Colonia mediana 3-4mm, color blanco, borde
CcB19 © 1 irregular, dura, elevacion convexa, opaca,
Q Q redonda.
s =
< <
Colonia pequefia 2mm, color blanco, borde
CB20

irregular, dura, elevacion convexa, opaca,
redonda.

AM4CB8
AM6CB4

CB: Cepa bacteriana, agrupacién de aislados caracterizados macroscopicamente

Descripcién macroscépica de los aislados obtenidos en cada muestreo, agrupados
en cepas codificadas como CB del 1 al 20 segun los resultados obtenidos Fuente
(Autor).

En los 60 aislados obtenidos se observé una heterogeneidad (Figura2) entre los
agrupamientos obtenidos en funcion de sus caracteristicas macroscopicas entre un
10% a un 2% segun la prevalencia de los aislados recuperados durante el tiempo
de muestreo, como se ha observado en otros estudios donde la poblacién
bacteriana recuperada resulta ser muy variable. (Cuéllar et al., 2007)

Del total de aislamientos, el grupo CB1, CB4 son constantes durante todos los
muestreos y posiblemente sea una poblacion bacteriana asociada a la degradacion
de la hojarasca de forma activa, en los ultimos tres muestreos se ha encontrado de
forma muy prevalente los grupos CB17, CB18, CB19, CB20, que posiblemente
guardan una alta asociacion con la degradacién de la hojarasca que ha logrado
perder entre el 20 al 30% del peso inicial. Otros grupos como CB6, CB9 y CB11,
CB10, CB9, CB8, se han mantenido presentes en los primeros meses, de forma
fluctuante, sin embargo no se descarta que igualmente hagan parte del proceso de
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descomposicion de la hojarasca que es altamente compleja en M. arboreum al
presentar una riqueza en taninos, lignina, celulosa y hemicelulosa (Ashton et al.,
1999).

Haase y Wantzen, (2008) reportaron que los taninos presentes en la hojarasca son
de vital importancia en la descomposicién, se ha demostrado que los taninos estan
involucrados en los mecanismos de defensa de las plantas contra ataques de
bacterias. Hakkinen en el 2000 comprobé que existen compuestos fendlicos
simples que son féciles de asimilar por los microorganismos como también
moléculas compuestas por un solo sustituyente hidroxilo con un anillo bencénico,
hasta sustancias poliméricas complejas como son los taninos y ligninas.

Vanholme en el 2010 también referencia que la celulosa, la hemicelulosa y la
lignina son los compuestos mas dificiles de degradar y este proceso solo lo llevan a
cabo microorganismos con alto capacidad enzimatica puesto que estos
compuestos forman parte de la pared celular de las plantas haciéndolas menos
susceptibles a la degradacibn presentandose una poblaciéon bacteriana
heterogénea como la observada en el presente estudio.

Porcentaje de aislados con la misma caracterizacion
macroscopica
cB18 CB19 CB20 cp1 B2
cB15 CB16 CB17 500 3% 3%  10% cB3
5%5 3%-3%—~_ Nt
c314\,
2% cslsé :
2% cB12
2%
CBoll CB6
7% 7% CB9_ B® \_CB7 8%
8% 7% 3%

Figura 2. Porcentaje de aislados caracterizados macroscOpicamente, y su
incidencia en los muestreos realizados.

7.3 DESCRIPCION MICROSCOPICA Y BIOQUIMICA DE LAS CEPAS AISLADAS
EN EL PRIMER MUESTREDO.

Dentro de los 15 aislados analizados (Tabla 3), la morfologia de mayor prevalencia
en un 66,6 % corresponde a cocos Gram positivos, seguido en un 26,6% por
bacilos Gram positivos y finalmente un 6,66% a bacilos Gram negativos.
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A partir de la identificacion bioquimica, segun Bergey’'s y The prokaryotes, se pudo
determinar que de los 9 aislados con morfologia cocos Gram positivos, 5 de ellos
(AM1CB7, AM1CBS8, AM1CB9, AM1CB10, AM1CB11) son correspondientes con la
identificacion del género Micrococcus spp, con un porcentaje de afinidad del 99%,
el aislado AM1CB14 coco Gram positivo, se identifica como una cepa del género
Streptococcus spp y los restantes (4) con morfologia cocos y diplococos (AM1CB2,
AM1CB3, AM1CB12, AM1CB13) corresponden taxonémicamente, con un
porcentaje de afinidad del 98%, al género Staphylococcus spp..

Los cuatro aislados la identificacion corresponden taxonomicamente con el género
Bacillus spp., con un porcentaje de afinidad del 97%, cabe resaltar que AM1CB15
(porcentaje de afinidad de un 81%) presenté morfologia Gram negativa y segun
Bergey's se identificada dentro de este género ya que comparte las mismas
caracteristicas bioquimicas y la tincion puede ser Gram variable, esto fue verificado
mediante la base de datos (ABIS Biochemical identification).

Tabla 3. Caracterizacion bioquimica de los aislados obtenidos en el primer
muestreo.

Cepa o — N ™ < o
— N ™ < Lo (o] N~ [ee] [e)] - — — — — —
[a] [a] m [a] m m [a] [a] [a] m [a] m m [a] [a]
.9 8 8 988 8 8 8 8 g g 8 8 8 38
Caracteristt = = = s = s = = = = s s s s s
ca T T T ¥ T T T T T T T =T =T = =
Gram H H H H O +) (+) (+) (+) (+) +) H O & )
Morfologia B C C B B B C C C Cc C C Cc C B
Agrupacion '\A" Co D '\A" NA NA T T T T T D Co Ca NA
Pamentact oM m m M m M ® ®m ® ®m ® om0
Motilidad H & 6 H O +) (+) (+) ) (+) (+) ) (O G (+)
Esporas (4, ’\A'- ’X- ) ® + NA NA NA NA NA NA ’\A" NA ()

Aerobio H H H H O +) (+) (+) (+) (+) +) (G I G I )] +)

Catalasa H H H H @ +) NNA  NA NA NA NA - ) ) +)

Oxidasa @ 6 ®H®H ® (+) NA NA NA NA NA 6] OO (+)
Crecimient

0 en NaCl
0% #H H +) +) N.A N.A N.A N.A N.A +) +) +) )
5% + ) " (+) (+) N.A N.A N.A N.A N.A (+) +) (+) (+)
10% H 6 H H - + NA NA NA NA NA () #H ® +)
20% 66 6H 06 + NA NA NA NA NA () (O 0 )
Crecimient
0oa
temperatur
ade
10°C + &) ) +) +) +) N.A N.A N.A N.A N.A ) (+) (+) (+)
20°C #H H = ® ) +) N.A N.A N.A N.A N.A +) ) +) €]
30°C + ) = (+) (+) N.A N.A N.A N.A N.A (+) +) (+) (+)
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40°C + = = & (+) (+) N.A N.A N.A N.A N.A (+) (+) ) (+)

50°C " & 60 6 6 +* NA NA NA NA NA () () 0 )
60°C @60 606 0 @ NMONANATNACNAT G 0 ®
Crecimient

oapH

5 " H 60 H O + NA NA NA NA NA () () ) )

6 #H = " +) +) N.A N.A N.A N.A N.A +) +) +) +)

7 = = = " +) +) N.A N.A N.A N.A N.A +) +) +) +)

8 = = 6™ +) +) N.A N.A N.A N.A N.A +) +) +) +)

9 " 60 60 6H O " NA NA NA NA NA () () &) )

10 60 6 6 O + NA NA NA NA NA () 0 0 )

VP H H H H " (+) Q] (+) ) (+) ) () G Q]

Citrato H H H H 06 +H NA NA NA NA NA () #H ©& (+)

LIA () 6 H H O ) NA NA NA NA NA () () & (+)

Nitrato " H H 6H B 6 0 ©) () () 0 ®H 60 6 O
Celulosa () () O ) () () M ®H H ®H H O ®H ®H ®

DNA O 60 6 60 0 () NA NA NA NA NA @ ( *H &
Urea O ® 60 60 0 (0 NA NA NA NA NA ( ( () ©
Arginina () (O (O O 0 ¢ ©) ©) ©) G ©) 6 0 0 ()
Gelatina 6O 6 & 60 06 () NA NA NA NA NA () () 0 ()
Almidon H ®H 60 6 B O 0 0 . ®H H 6 6 60O
Arabinosa (+) (*) () ) ) ) ©) G0 N GO I ) 6 0 0 )
Ornitina O 60 60 60 0 () NA NA NA NA NA & () 0 )

Xilosa 6 60 6 6 6 ¢ ®H ®H ® ©) () (G0 I O B ) B G
Glucosa ) *H *H O *H H H H H H H B H H @
Fructosa (+) ) () ) ) ) *) *) *) *) ) (OO RN G )
Manitol ®H H 60 ®6H O ¢ *+) G *) *) Q] " +)
Lactosa H H H 60 06 ¢ *) *) ¢ ¢ Q] " 6 ® ()
Galactosa () (*) (0 H ) ©®) *) ©) *) *+) (G (OO NN G )
Inositol 660 60 60 6 O ©) ©) ©) (60 I ) 660 0 *)
Glicerol () (0 (O ® ® ® NA NA NA NA NA () ) () ©®
Gluconato (+) () () ) ) &) ©) ©) ®H ®H® 6 60 0 *)
Maltosa H ®H H 6 O ¢ 6o I G I CO NN ) ) H 6 6 ®
Acetato 60 60 H & © ¢ +) +) ¢ " ®H 60 0 )
Alanina ® 6 6 ®H @ *+) NA NA NA NA NA 6] e ©) (+)
Etanol () () O * * +» NA NA NA NA NA () (0 (O
Manosa H H H6H 6 ® ¢ *+) *+) *+) (G0 I G B ) N )
Trehalosa (*) (*) () W ) *H H ©*H H H *H H & *H &)

B: Bacilo T: Tetradas Co: Coco
C: Cocos Dc: Diplococos AM1CB: Aislado muestreo 1 cepa bacteriana
N.A: No aplica Ca: Cadenas

Basado en Bergey’s Manual of al of Sistematic Bacteriology segunda edicién paginas 22-88;
394-396; 665-680 y The prokaryotes Actinobacteria cuarta edicién, paginas 465-466. (Ver
anexo 5,a, b, c,d, e)

Perfil bioquimico obtenido de aislados de la hojarasca del primer muestreo de
Machaerium arboreum Fuente (autor).

7.4 DESCRIPCION MICROSCOPICA Y BIOQUIMICA DE LAS CEPAS AISLADAS
EN EL SEGUNDO MUESTREO.

De los 12 aislados analizados, la morfologia de mayor prevalencia en un 58,33 %
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corresponde a cocos Gram positivos, seguido en un 33,36% por bacilos Gram
positivos y finalmente un 8,33% a bacilo Gram negativos (Tabla 4).

A partir de la identificacion bioquimica, segun Bergey’s y The prokaryotes, se logro
determinar que de los siete aislados con morfologia cocos Gram positivos, 5 cepas
(AM2CB4, AM2CB5, AM2CB6, AM2CB10, AM2CB11) son correspondientes con la
identificacion al género Micrococcus spp., con un porcentaje de afinidad del 98%,
entre estos se observaron variaciones en la capacidad fermentativa, asi el aislado
AM2CB10 presenta una variacion para maltosa y xilosa, mientras que AM2CB6 en
inositol y maltosa y los dos aislados restantes, AM2CB9 corresponden
taxondmicamente al género Staphylococcus spp., con un porcentaje de afinidad del
98% y AM2CB12, se identifica como una cepa del género Streptococcus spp., con
un porcentaje de afinidad del 94%, observandose una variacion en la capacidad de
hidrélisis del almidén, ademas de no fermentar el manitol ni lactosa,
diferenciandose de esta forma del aislado obtenido en el primer muestreo.

De los cinco aislados con morfologia bacilar, cuatro de ellos presentaron coloracion
Gram positiva (AM2CB1, AM2CB2, AM2CB7, AM1CB8) y se corresponde
taxondmicamente con el género Bacillus spp., con un porcentaje de afinidad de
94%, el aislado AM2CB3 presenté una coloracion Gram negativa, siendo,
igualmente, identificado dentro de este género, puesto que Bergey’s clasifica su
tincion de Gram como variable y las demas pruebas bioquimicas coinciden en un
95%.

Tabla 4. Caracterizacion bioquimica de los aislados obtenidos en el segundo
muestreo.

Cepa o “ o~
@ P @ @ @ @ o @ 2 o 0 @
€ & & & & & & §& 8 8 Q Q
Caracteristica <§( <§( <§( <§( <§( <§( <§( <§( <§( <§( <§( <§(
Gram H H 60 H H H H ®H H M +) +)
Morfologia B B B C C C B B C C C C
Agrupacién N.A N.A N.A T T T N.A NA  Co T T Ca
Pigmentacion (+) (f) () (*H *H ¢+ *H & &) @) (+) (+)
Motilidad H H H H H H H H OO ) )
Esporas ) €] ) N.A N.A N.A +) +) N.A N.A N.A N.A
Aerobio H H H H H H ®H H (+) (+) (+)
Catalasa  (+) () (1) NA NA NA () (1) () NA NA ()
Oxidasa  (¥) () () NA NALNA (1) (#) (5 NA NA ()
Crecimiento
en NaCl
0% () () (1) NALNALNAL (1) (3) (1) NA NA (4
5% () () (1) NALNALNAL () (3) (5) NA L NA (1)
10% () () (1) NALNALNAL () () (1) NA NA ()
20% O @ O NANALNAL () () () NANAL ()

Crecimiento a
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temperatura

de
10°C () () (1) NALNALNAL (1) (3) (1) NA NA ()
20°C () () () NA NA NA (1) () (#) NA NA (4
30°C () () () NA NA NA (1) () (#) NA NA (4
40°C () () () NA NA NA (1) () () NA NA (3
50°C O ) (H NA NA NA () () () NA NA (3
60°C O @ @ NMONERA G MN
Crecimiento a
pH
5 " @ # NANASNA(+) (+) () NA NA(4)
6 " @ # NANASNA(+) (+) (+) NA NA (4
7 " @ # NANANA(+) (+) (+) NA NA (4
8 + *®  # NANANA(+) (+) (1) NA NA (4
9 * @  # NANANA(+) (+) () NA NA (4
10 " ) NANANA () (+) () NA NA )
VP " & 60 6 6 ®H ®H ®H ¢ W ) )
Citrato () () NANANA (1) () (+) NA NA )
LIA " ( # NANANA () (+) () NA  NA (4
Nitrato ® 6 ®H 60 6 60 6 H 6 0 ) (+)
DNA (6 @ NANASNAT () () () NANAT(4)
Urea 6 @ NANASNA () () () NANA(4)
Arginina 60 60 6 6 6 6 6 6 0 ) )
Gelatina 6 6 NACNACNAT () () () NANA(4)
Almidén H H H 6 H ®H ®H H ®H 0 +H  ®
Arabinosa H & H H H H H 0 Q) (+) )
Ornitina () G # NACNASNA () () () NA L NA L (+)
Xilosa 6 6 ®H ®H 60 6 ®H 6 & 06 (+) (+)
Glucosa H H H H H H H H H O (+) (+)
Fructosa *H ¢ H H H H H H 6O (+) )
Manitol " 6 H H 60 H ®H ®H ® 06 (+) )
Lactosa 6 60 B 6 6 6 6 6 ) )
Galactosa " H H H H ®H ®H H 60 (+) )
Inositol 6 H ®H 6 H 60 6 ®H 6 0 ) )
Glicerol () ®H # NACNASNAL () () (1) NA NA ()
Gluconato 6 H ®H 6 H ®H ®H ®H 6 0 (+) )
Maltosa " 6 H H 60 60 ®H ®H ® 06 (+) (+)
Acetato *H & 6 H 6 ®H ®H 6 O (+) (+)
Alanina " ¢+ # NANANA - (+)  (+) () NA NA Q)
Etanol " ¢ # NANANA - (+)  (+) () NA NA )
Manosa " H & 6 H H ®H ®H H O (+) (+)
Trehalosa 0 H *H H H H H H H H H ()
B: Bacilo T: Tetradas Co: Coco
C: Cocos Dc: Diplococos AM2CB: Aislado muestreo 2 cepa bacteriana
N.A: No aplica Ca: Cadenas

Basado en Bergey’s Manual of al of Sistematic Bacteriology segunda edicién paginas 22-88;
394-396; 665-680 y The prokaryotes Actinobacteria cuarta edicién, paginas 465-466. (Ver
anexo 5,a, b, c,d, e)

Perfil bioguimico obtenido de aislados de la hojarasca en el segundo muestreo de
Machaerium arboreum Fuente (autor).
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7.5 DESCRIPCION MICROSCOPICA Y BIOQUIMICA DE LAS CEPAS AISLADAS
EN EL TERCER MUESTREO.

Como se puede observar en la tabla 5, los 9 aislados recuperados la morfologia de

mayor prevalencia en un 55,5 % corresponde a cocos, seguido en un 44,4% por
bacilos.

A partir de la identificacion bioquimica, segun Bergey’'s y The prokaryotes, se pudo
determinar que de los cinco aislados con morfologia cocos, 4 cepas (AM3CB2,
AM3CB3, AM3CB5, AM3CBY7) son correspondientes con la identificacién al género
Micrococcus spp., con un porcentaje de afinidad del 93% y el aislado AM3CB1
corresponde taxondmicamente al género Streptococcus spp., con un porcentaje de
afinidad del 95%.

Todos los aislados (4) con morfologia bacilar (AM3CB4, AM3CB6, AM3CBS,
AM3CB9), corresponde con el género Bacillus spp., con un porcentaje de afinidad
del 91%.

Tabla 5. Caracterizacion bioquimica de los aislados obtenidos en el tercer
muestreo.

Cepa @ ® © @ @@ @™ @ @

O O O O O O O O O

™ (82} ™ ™ ™ ™ ™ ™ ™

p p p p p p p > p

o < < < < < < < < <

Caracteristica

Gram H H H H H H H ®H®
Morfologia C C C B C B C B B
Agrupacién Ca T T N.A T N.A T NA  NA

Pigmentacion () ) ) ) ) ® ® ¢
Motiidad ) ¢ O ® & ¢ ® ® ®

Es poras (+) N.A N.A +) N.A +) N.A (+) (+)
Aerobio "N H H H H H H @ (+)
Catalasa () NANA - (+) NA () NA - (+)  (+)
Oxidasa () N.A N.A (+) N.A (+) N.A (+) (+)
Crecimiento
en NacCl
0% () NA NA (+) NA (+) NA (4 (+)
5% (+) N.A N.A (+) N.A (+) N.A (+) (+)
10% () NA NA - () NA  (+) NA (4 (+)
20% () NA NA () NA () NA (4 (+)
Crecimiento a
temperatura
de
10°C (+) N.A N.A (+) N.A (+) N.A (+) (+)
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20°C () NALNAL @) NAL () NA (1) (4

30°C () NA L NA L (1) NAL () NAL (4 ()
40°C () NA NA(4) NA  (5) NA (1) (4
50°C () NALNAL () NAL () NAL () (4
60°C o MMONMMm Mg M@ @
Crecimiento a
pH
5 () NA L NA L (1) NAL () NAL (3 ()
6 () NALNAL () NAL () NA () ()
7 () NALNAL () NAL () NAL () ()
8 () NALNAL () NAL () NAL (1) ()
9 () NALNAL () NAL () NAL (1) ()
10 () NALNAL () NAL () NAL (1) (¥)
VP 60 6 H 60 H H 6H "
Citrato (/) NALNAL (1) NAL () NAL () (4)
|_|A (_) N.A N.A ( ) N.A (+) N.A ( ) (+)
Nitrato M 0 60 ®H 0 ®H 60 6 W
DNA () NALNAL () NAL () NAL () ()
Urea () NALNAL () NAL () NAL () ()
Arginina G 606060 60 60 60 60 0
Gelatina () NA NA () NAL () NAL () ()
Almidén H H H H H H 60 ®H®
Arabinosa "H & H H H 6 "
Ornitina (_) N.A N.A (_) N.A (_) N.A (_) (_)
Xilosa 6 6 ®H 60 6 6 6O 6 O
Glucosa H H H H H H ®H H O
Fructosa " & 6 ®H ®H ®H ®H W
Manitol H 6 60 B 6 6O 6 6
Lactosa 6 6 B 6 6 6 0 )
Galactosa 6 H H H ®H ®H 60 ®H O
Inositol 6 ®H 60 60 B B 60 6O 0
Glicerol () NANA () NA (1) NA () (+)
Gluconato 6 H H H ®H ®H®H ®H O
Maltosa H 6 H ®H 60 ®H w6 ™
Acetato H H H H H H H ®H®
Alanina () NA NA () NA () NA (+) (4
Etanol ) NA  NA  (4) NA (4) NA (4 )
Manosa () () () ¢ ¢ ® ¢ ©
Trehalosa () () () (H (B H B H ¢
B: Bacilo T: Tetradas Co: Coco
C: Cocos Dc: Diplococos AMS3CB: Aislado muestratres
N.A: No aplica Ca: Cadenas cepa bacteriana

Basado en Bergey’s Manual of Sistematic Bacteriology 2ed, paginas 22-88; 394-396; 665-680
y The prokaryotes Actinobacteria 4ed, paginas 465-466. (Ver anexo 5, a, b, c, d, e)

Perfil bioquimico obtenido de aislados de hojarasca de Machaerium arboreum en
el tercer muestreo Fuente (autor).
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7.6 DESCRIPCION MICROSCOPICA Y BIOQUIMICA DE LAS CEPAS AISLADAS
EN EL CUARTO MUESTREO.

De los 10 aislados analizados, las morfologias de mayor prevalencia, en ambos
casos, en un 40%, corresponde a cocos Gram positivos, y bacilos Gram positivos, y
en un 10%, en ambos casos, a bacilo Gram negativos bacilos Gram positivos
filamentosos (Tabla 6).

A partir de la identificacidon bioquimica, segun Bergey's y The prokaryotes, se
puede determinar que de los aislados con morfologia cocos Gram positivos, 4
cepas (AM4CB1l, AM4CB2, AM4CB5, AM4CB7) son correspondientes con la
identificacion al género Micrococcus spp., con un porcentaje de afinidad del 89%,
presentando variaciones en la capacidad fermentativa de ciertos carbohidratos
(manitol, fructosa).

Los aislados con morfologia bacilar (AM4CB3, AM4CB4, AM4CB6, AM4CB8)
corresponden taxondmicamente con el género Bacillus spp., con un porcentaje de
afinidad del 93%. AM4CB9 aunque presenta una pared celular Gram negativa se
ubic6 dentro del género Bacillus spp., con 81% de afinidad basado en la
caracterizacion bioquimica de Bergey's. y el aislado AM4CB10 se ubica
taxonomicamente dentro del género Streptomyces spp., determinado por un
porcentaje de afinidad de 92%.

Tabla 6. Caracterizacién bioguimica de los aislados obtenidos en el cuarto
muestreo.

Cepa 2 02 2 3 g2 g 5 g2 2 2

O O O O O O O O O 8

<t <t < < < <t <t < < <

= = s = = = = s = 3

Caracteristica < < < < < < < < < <
Gram H H H H H H EHH ) (+)
Morfologia C C B B C B C B B F
M|9ello NA NA NA NA NA NA NA NA N.A +)

aéreo

Agrupacion T T NA  NA T N.A T NA  NA N.A
P'gmen”tac"’ @ ® ® ® ® ® ® @ ® Na
Motilidad ) H H H H H H GG +) N.A
Esporas N.A N.A (+) (+) N.A (+) N.A (+) ) N.A
Aerobio H 5 H H HEH ®H® +) (+)
Catalasa N.A N.A +) +) N.A (+) N.A (+) ) N.A
Oxidasa N.A N.A +) +) N.A (+) N.A (+) ) N.A
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Crecimiento
en NaCl
0%
5%
10%
20%
Crecimiento
a
temperatura
de
10°C
20°C
30°C
40°C
50°C
60°C
Crecimiento
apH
5
6
7
8
9
10
VP
Citrato
LIA
Nitrato
DNA
Urea
Arginina
Gelatina
Almidoén
Arabinosa
Ornitina
Xilosa
Glucosa
Fructosa
Manitol
Lactosa
Galactosa
Inositol
Glicerol
Gluconato
Maltosa
Acetato
Alanina
Etanol
Manosa

N.A
N.A
N.A
N.A

N.A
N.A
N.A
N.A
N.A
N.A

N.A
N.A
N.A
N.A
N.A
N.A
()
N.A
N.A
()
N.A
N.A
()
N.A
+)
(+)
N.A
+)
+)
(+)
(+)

)
)
N.A
)
(+)
(+)
N.A
N.A

(+)

N.A
N.A
N.A
N.A

N.A
N.A
N.A
N.A
N.A
N.A

N.A
N.A
N.A
N.A
N.A
N.A
(+

N.A
N.A
()
N.A
N.A
)
N.A
(+)
(+)
N.A
)
)
(+)
*)

(+)
(+

N.A
(+)
(+)
Q)
N.A
N.A

(+)

(+)
(+)
(+)
(+)

(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)

(+)

P N N N e s R
BICICICICIOCE
Tt s

NN N N
+ oo F
T+

N~ o~
1 1 +
~

+

—_
\I/.+,\ L N— —

AN AN AN AN N AN AN AN~
Tttt

(+)
(+)
(+)
(+)

(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)

N.A
N.A
N.A
N.A

N.A
N.A
N.A
N.A
N.A
N.A

(+)
(+)
(*+)
*)

(+)
(*+)
(+)
(+)
*)
()

)

] [ ] 4+ T ] [ ]
~— L

)
+
o

AN AN AN AN AN NN NN AN A~
Tttt re

N.A
N.A
N.A
N.A

N.A
N.A
N.A
N.A
N.A
N.A

N.A
N.A
N.A
N.A
N.A
N.A
()
N.A
N.A
()
N.A
N.A
()
N.A
(+)
(+)
N.A
()
(+)
(+)
()
()
(+)
(+)
N.A
(+)
()
(+)

N.A
(+)

(+)
(+)
(+)
¢

(+)
(+)
(+)
(+)

¢

(*+)
(*+)
*)
¢

(*+)
(+)
(*+)
(+)
*)
(*)

N.A
N.A
N.A
N.A

N.A
N.A
N.A
N.A
N.A
N.A

N.A
N.A
N.A
N.A
N.A
N.A

+)
N.A
N.A
()
N.A
N.A
*)
+)
()
+)
N.A
*)
+)
+)

)
N.A
)
N.A
N.A
N.A

N.A
N.A

N.A
N.A



Trehalosa () (B *H ) ) ) * *H &) N-A

B: Bacilo T: Tetradas Co: Coco F: filamentosa
C: Cocos Dc: Diplococos AMACB: aislado muestreo 4
N.A: No aplica Ca: Cadenas cepa bacteriana

Basado en Bergey’s Manual of Sistematic Bacteriology 2ed, paginas 22-88; 394-396; 665-680
y The prokaryotes Actinobacteria 4ed, paginas 465-466. (Ver anexo 5, a, b, c, d, e, f)

Perfil bioquimico obtenido de aislados de la hojarasca de Machaerium arboreum
cuarto muestreo Fuente (autor).

7.7 DESCRIPCION MICROSCOPICA Y BIOQUIMICA DE LAS CEPAS AISLADAS
EN EL QUINTO MUESTREO.

De los 8 aislados analizados, solo uno de ellos presentan coloracion Gram
negativa, la morfologia de mayor prevalencia en un 75% corresponde a bacilos
Gram positivos, seguido en un 12,5% por bacilos Gram negativos Yy por ultimo
12,5% a cocos Gram positivos (Tabla 7).

A partir de la identificacién bioquimica, segun Bergey's y The prokaryotes, se
puede determinar que de los tres aislados con morfologia bacilos Gram positivos
(AM5CB2, AM5CB3, AM5CB5) corresponden con la identificacion al género
Bacillus spp., con un porcentaje de afinidad del 88%. Los tres aislados (AM5CBS,
AM5CB7, AM5CB8) con morfologia bacilos Gram positivos filamentosos
corresponden taxondmicamente, en un porcentaje de afinidad del 88%, al género
Streptomyces spp., el aislado AM5CB1 bacilo Gram negativo que no estuvo
presente en ninguno de los muestreos anteriores con un porcentaje de afinidad del
86% se identific6 como una cepa del género Serratia spp.

De los aislados con morfologia coco (AM5CB4) la identificacion taxondmicamente
corresponde con el género Micrococcus spp., con un porcentaje de afinidad del
92%.

Tabla 7. Caracterizacion bioquimica de los aislados obtenidos en el quinto
muestreo.

Cepa

AM5CB1
AM5CB2
AM5CB3
AM5CB4
AM5CB5
AM5CB6
AM5CB7
AM5CBS8

Caracteristica

Gram
Agrupacion N.A

1
~

+
NA  NA

o)
—4+
E

H & ®
NA NA NA NA

N
(6]



Micelio aéreo
Morfologia
Pigmentacion
Motilidad
Esporas
Aerobio
Catalasa
Oxidasa
Crecimiento
en NacCl
0%
5%
10%
20%
Crecimiento a
temperatura
de
10°C
20°C
30°C
40°C
50°C
60°C
Crecimiento a
pH
5
6
7
8
9
10
VP
Citrato
LIA
Nitrato
DNA
Urea
Arginina
Gelatina
Almidén
Arabinosa
Ornitina
Xilosa
Glucosa
Fructosa
Manitol
Lactosa
Galactosa
Inositol
Glicerol
Gluconato
Maltosa
Acetato
Alanina

N.A

(+)
(+)

(+)

(+)
)

(+)
(+)
()

(+)

N.A

(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)

(+)
(+)
(+)
(+)

(+)

(+)

N.A

(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
()

(+)
(+)
(+)
*)

(+)
(+)
(+)
(+)
*)
*)

(+)

AN NN NN N
+ +++++
N N N N N N

(+

—~
~—

L Y P N N
+ (DR S 1 1 1+
—_ — — L — e e D

()
()
()
()

(+)
(+)
(+)
(+)
(*)

N.A

(+)
Q)
N.A
(+)
N.A
N.A
N.A
N.A

N.A
N.A

*)

N.A

(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
()

(+)
(+)
(+)
*)

(+)
(+)
(+)
(+)
*)
*)

(+)

,.V.\,\,\,\,\
+ +++++
N N N N N N

(+

—~
~—

NS o~~~ A~
(DR S ] 1 1 1+
—_ — —

—~
+
— — —

—_—
v+
N

NS NN AN AN S~
Trtrrrl

)
F
N.A
N.A
N.A
(+)
N.A

N.A

N.A
N.A
N.A
N.A

N.A
N.A
N.A
N.A
N.A
N.A

N.A
N.A
N.A
N.A
N.A
N.A

¢
N.A
N.A
0
N.A
N.A
¢
)
¢

N.A
()
(+)
(+)
()
()
N.A
()
N.A
N.A
N.A
N.A
N.A

)
F
N.A
N.A
N.A
(+)
N.A

N.A

N.A
N.A
N.A
N.A

)
F
N.A
N.A
N.A
(+)
N.A

N.A

N.A
N.A
N.A
N.A

N.A
N.A
N.A
N.A
N.A
N.A

N.A
N.A
N.A
N.A
N.A
N.A

¢
N.A
N.A
0
N.A
N.A
&
&
¢

N.A
(+)
(+)
(+)
o

+)
N.A
()

N.A
N.A
N.A
N.A
N.A



Etanol ) (+) (+) NA  (+) NA  NA NA

Manosa (+) (+) (+) (+) (+) NA NA NA
Trehalosa B ) #®  (# NA NA NA
B: Bacilo T: Tetradas Co: Coco BF: Bacilos filamentosos
C: Cocos Dc: Diplococos AM5CB: aislado muestreo 5
N.A: No aplica Ca: Cadenas cepa bacteriana

Basado en Bergey’s Manual of Sistematic Bacteriology 2ed, paginas 22-88; 394-396; 665-680
y The prokaryotes Actinobacteria 4ed, paginas 465-466. 5, a, b, c, d, e, f, 9)

Perfil bioquimico obtenido de aislados de la hojarasca de Machaerium arboreum
guinto muestreo Fuente (autor).

7.8 DESCRIPCION MICROSCOPICA Y BIOQUIMICA DE LAS CEPAS AISLADAS
EN EL SEXTO MUESTREO.

Como se observa en la tabla 8 de los 6 aislados recuperados, s6lo uno presenta
coloracion Gram negativa. La morfologia de mayor prevalencia en un 83,33%

corresponde a bacilos Gram positivos, Yy finalmente 16,7% a bacilos Gram
negativos.

A partir de la identificacion bioquimica, segun Bergey’s, se pudo determinar que de
los aislados con morfologia bacilos Gram positivos, 3 cepas (AM6CB4, AM6CB5,
AM6CB6) corresponden al género Streptomyces spp., con un porcentaje de
afinidad del 86%. Los dos aislados, AM6CB16 y AM6CB2, corresponden
taxondmicamente al género Bacillus spp., con un porcentaje de afinidad del 92% y
el aislado AM6CB3 se identifica como una cepa del género Serratia spp., con un
porcentaje de afinidad de 84%, siendo el Unico aislado perteneciente al Phylum
proteobacteria.

Tabla 8. Caracterizacidn bioquimica de los aislados obtenidos en el sexto
muestreo.

Cepa n @ @ @& 9@ @
@) 0 @) 0 @) 0
(o] © (o] © (] ©
= = = = = =
Caracteristica < < < < < <
Gram " & 6 H 6 ©
Agrupacion NA  NA NA NA NA NA
Micelio aéreo NA NA NA () (+¥) (+
Morfologia B B B F F F
Pigmentacion  (-) ) (#) NA NA NA
Motilidad (+) (+) (+) NA  NA NA
Esporas (+) (+) ) NA NA NA
Aerobio (+) ) +) €] ) +)
Catalasa () (+) (+*) NA NA NA
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Oxidasa # ® () NA NA NA
Crecimiento

en NacCl
0% + # (+) NA NA NA
5% + # (+) NA NA NA
10% + # (+) NA NA NA
20% + # (+) NA NA NA
Crecimiento a
temperatura
de
10°C +) (+) (+) NA NA NA
20°C +) (+) (+) NA NA NA
30°C +) (+) (+) NA NA NA
40°C +) (+) (+) NA NA NA
50°C + ) ) NA - NA  NA
60°C (+) +) ) N.A N.A N.A
Crecimiento a
pH
5 (+) (+) (+ N.A NA  NA
6 (+) (+) ) N.A N.A N.A
7 (+) (+) (+) N.A N.A N.A
8 (+) (+) (+) N.A N.A N.A
9 (+) (+) (+) N.A N.A N.A
10 (+) (+) ) N.A N.A N.A
VP H H 60 H @
Citrato O] (+) +) N.A N.A N.A
LIA ) (+) ) N.A NA  NA
Nitrato " H H 6 6 6
DNA (+) ) (+) NA NA NA
Urea ) ) (+) N.A NA  NA

Arginina ) ) B H H ®
Gelatina ®H 60 H H -H G-
Almidén " = = 06 ) )
Arabinosa H H = B H O
Ornitina ) ) (- NA NA NA
Xilosa H = 6 H = o
Glucosa H H H B H O
Fructosa H H 60 =H = -
Manitol H O =B 06 ) )
Lactosa 06 B H H ®

Galactosa ) () NA NA NA
Inositol 60 60 6 0
Glicerol + # (+* NA NA NA

Gluconato ) (+) ) NA NA NA
Maltosa (+) (+) (+) NA NA NA
Acetato (+) (+) (+) NA NA NA
Alanina (+) (+) ) NA NA NA
Etanol ) (+) ) NA  NA NA
Manosa (+) (*) (+*) NA NA NA

Trehalosa () (#) (#) NA NA NA

B: Bacilo T: Tetradas Co: Coco F: filamentosa
C: Cocos Dc: Diplococos AMG6CB: Aislado muestreo 5
N.A: No aplica Ca: Cadenas cepa bacteriana
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Basado en Bergey’s Manual of Sistematic Bacteriology 2ed, paginas 22-88; 394-396; 665-680
y The prokaryotes Actinobacteria 4ed, paginas 465-466 (Ver anexo 5,a, b, c,d, e f,g)

Perfil bioquimico obtenido de aislados de la hojarasca de Machaerium arboreum
sexto muestreo Fuente (autor).

7.9 INCIDENCIA DE GRUPOS BACTERIANOS EN LA DEGRADACION DE LA
HOJARASCA.

Se determind que la concentracion de la poblacion bacteriana total viable, asociada
y recuperada a lo largo de la descomposicion de la hojarasca de M. arboreum se
mantuvo estable, sin embargo a los largo de los seis muestreos solo seis géneros
fueron identificados (Figura 3), entre ellos, el mas predominante es Bacillus,
demostrando un alto grado de asociacion por participar del proceso de
degradacion, posiblemente en funcion de la disponibilidad de nutrientes que
puedan ser captados desde el material vegetal (Ingham, 2000).

A lo largo del tiempo del estudio, la hojarasca ha perdido peso de forma constante
e inicia su estabilizacion a partir del quinto muestreo. Inicialmente, en los dos
primeros meses la pérdida de peso fue del 10% y los géneros relevantes fueron
Micrococcus y Bacillus, posteriormente en los 5 meses siguientes, se alcanza una
pérdida de peso importante del 36% predominando los géneros Bacillus,
Micrococcus y Streptomyces, lo que posiblemente indica que el proceso de
descomposicion de la hojarasca, en su composicion polisacarida, nucleotidica y
lipidica, es utilizada por este tipo de microorganismos, a los cuales se les
reconocen actividades enzimaticas degradativas, relacionadas con la actividad
celulolitica e igualmente actividades solubilizadoras de fosfatos de calcio.(Roldan,
2009).

s Bacillus spp

mmm Stophylococcus spp
Streptococcus spp

. icrococcus spp

. Stre ptomyces spp

mm Serratio spp

PESO (gramos)

o

Porcentaje (%) de participacion bacteriana

od

1 2 3 4 =1 B
Muestreos

Figura 3. Incidencia de la microbiota bacteriana y su relacion con la degradacion
de la hojarasca Fuente (Autor).
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Transcurrido el periodo de 8 meses, es evidente que solo tres géneros, Serratia,
Bacillus, Streptomyces, se hallaron presentes de forma estable y se les pudo
atribuir responsabilidad directa en la descomposicion de la hojarasca de M.
arboreum, resultados que son congruentes con los presentados por Bernal et al.,
(2006) en su estudio sobre microflora cultivable y endomicorrizas obtenidas en
hojarasca de bosque en Zipaquira, donde determindé que los géneros con mas
frecuencia obtenidos de la hojarasca corresponden a Staphylococcus spp., Bacillus
spp., Pseudomonas spp., Micrococcus spp., Penicillum spp., Rhodotorula spp.,
Cladosporium spp., sin desconocer el efecto que tiene la propia naturaleza foliar,
las condiciones y factores ambientales e igualmente, la presencia de insectos que
se alimentan de este tipo de material vegetal.

La mayor tasa de descomposicion de la hojarasca, en funcién de la pérdida de
peso, se presentd en los primeros meses, resultados que coinciden con lo sefialado
por Martin en 1995, que establecié que la descomposicién de la hojarasca se
realiza rapidamente por biodegradacion de la mayoria de los compuestos
hidrosolubles y polisacaridos, debido a la accion microbiana y a los pluviolavados y
una disminucion lenta de los compuestos hidrosolubles fendlicos y hemicelulosas
por la fragmentacién debido a la presencia de microorganismos y finalmente un
aumento en el contenido de ligninas y proteinas que favorece la estabilizacion en la
pérdida de peso.

7.10 DETERMINACION ACTIVIDAD CELULOLITICA.

Se evidencio la actividad celulolitica en 32 de los aislados recuperados a partir de
la descomposicion de la hojarasca (Figura 4), correspondiente al 53,33% del total.
Se observé que dentro de los géneros que presentan dicha actividad, el 50 % de
las cepas del género Bacillus presentan una actividad importante, sobresaliendo
algunas cepas que presentaron un halo de degradacién de hasta 7mm, e
igualmente se observd actividades similares en los aislados del género Serratia.
Estos resultados son coherentes a los obtenidos en estudios realizados por
Anuradha, et al., 2007, demostrando que especies del género Bacillus reportan
actividad celulolitica y evidencidndoseles la presencia de la actividad 1,4-beta-
cellobiosidase, la cual rompe enlaces beta 1-4 glucosidicos en celulosa.
lgualmente, en 1995 Gotsche, identificO6 una enzima intracelular presente en
Bacillus subtilis capaz de degradar compuestos de celulosa. Serratia spp también
ha sido identificada con actividad celulolitica como fue reportado por Avellaneda. et
al., en su estudio sobre evaluacion de microorganismos celuloliticos en suelo de
parques nevados en Colombia.
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Perdida de peso y aislados con actividad celulolitica durante
muestreos.

o
=]
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Figura 4. Incidencia de los aislados con actividad celulolitica en la degradacion de
la hojarasca Fuente (Autor).

El 40% de los aislamientos del género Micrococcus tienen actividad celulolitica con
un didametro de 2mm, resultados que confirman los reportado por Lara, y Acosta,
(2013), quienes observan la actividad celulolitica en bacterias aisladas del intestino
de termitas (Nasutitermes nigriceps) con caracteristicas probiéticas y potencial en
la degradacion del pasto. Ademas los resultados obtenidos en el presente estudio,
son similares a los obtenidos por Sakar et al., (1988), que demostré que cepas de
Micrococcus luteus y Micrococcus roseus aisladas de la microbiota de la termita
Odontotermes obesus, degradan varios tipos de celulosa mediante la produccion
de celulasas enddgenas y exdgenas en procesos in vitro.

Todos los aislamientos del género Streptomyces presentan actividad celulolitica,
resultados que son congruentes con los reportados por Grigorevski de Lima AL et
al., (2007), quienes demostraron que un gran numero de especies de Streptomyces
son capaces de sintetizar al menos una de las 3 enzimas que estan involucradas
en la degradacion de celulosa a glucosa e igualmente, El-Sersy et al., en 2010,
empleando la misma metodologia propuesta en el presente estudio, demostraron la
actividad celulolitica a partir de este tipo de bacterias.

La actividad celulolitica se evidencio desde los primeros muestreos y se ha
observado que a lo largo de la descomposicion de la hojarasca ha ido en aumento,
y se presenta, predominantemente, a partir de los aislamientos de los géneros
Bacillus, Serratia y Streptomyces, evidenciandose su participacion en los procesos
de descomposicion de la hojarasca, en funcion de la pérdida progresiva del peso,
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ya que a medida que transcurre el tiempo este disminuye y se correlaciona con el
aumento en la actividad celulolitica.
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8. CONCLUSIONES

En funcion de la pérdida de peso, se evidencié que la poblacion bacteriana total fue
constante a partir del cuarto mes del estudio con una incidencia sobre la pérdida
gradual del peso de la hojarasca de Machaerium arboreum.

Se lograron identificar seis géneros bacterianos presentes en el proceso de
degradacion de la hojarasca de Machaerium arboreum basado en la identificacion
bioguimica de Bergey’'s y The prokaryotes con un porcentaje de afinidad mayor al
90% y 85% para los géneros Bacillus.,, Streptococcus., Staphylococcus.,
Micrococcus., Streptomyces y Serratia respectivamente.

Se determind que los géneros que predominan a lo largo de la descomposicion de
la hojarasca de Machaerium arboreum, son Bacillus., Micrococcus y Streptomyces,
los cuales estan directamente relacionados con la descomposicion de la hojarasca,
evidenciandose en la pérdida de peso de la misma.

Existe una correlacién directa entre la actividad celulolitica de los aislados
identificados, especialmente de los géneros Bacillus, Serratia y Streptomyces, con
la pérdida progresiva de peso, producto de los proceso de degradacién de la
hojarasca Machaerium arboreum.
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9. RECOMENDACIONES

Evaluar otras metodologias de muestreo que permitan el crecimiento de
microorganismos exigentes que pueden tener un gran interés a nivel industrial.

Realizar pruebas confirmativas mediante extraccion de ADN, amplificacion PCR,
identificacion molecular que permita obtener resultados mas exactos.

Monitorear condiciones ambientales que permitan determinar la influencia que
tienen en el proceso de degradacion de la hojarasca y a su vez a la microbiota
presente.

Evaluar las actividades enziméticas de las comunidades de bacterias aisladas, que
permitan obtener metabolitos de interés y su importancia en los ciclos
biogeoquimicos.

Evaluar la textura de las muestras, y la concentracion de nutrientes para determinar
el comportamiento de los microorganismos en cada etapa de muestreo.
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11. ANEXOS.

ANEXO 1. Lugar muestreo, la Garita Norte de Santander.
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Imagen 1. Toma de muestras en la Garita Norte de Santander Fuente (autor).
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ANEXO 2. Macroscopia de cada uno de los grupos.

Grupo

Descripcion macroscopica

Colonia pequefia de 1 a 2 milimetros, color crema, textura
mucoide, que presenta una elevacion convexa,
translucida, con borde liso y redonda, aunque no presenta
pigmentacion.

Colonia grande 5mm, opaca, borde irregular, color crema
no genera pigmento, de textura mucoide, concava.

Colonia mediana 3mm, opaca, redonda, borde liso, color
amarillo pélido, convexa y cremosa,

Colonia mediana 4mm, color crema, textura dura,
elevacion convexa, translucida, con borde liso, redonda.
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Colonia grande 5mm, color crema, cremosa, elevacién
convexa, opaca, con borde estrellado, forma irregular.

Colonia pequefia 2mm, color blanco, textura cremosa,
elevacion convexa, opaca, con borde liso, redonda.

Colonia mediana 3-4mm, color amarillo, borde liso,
mucoide, elevacién convexa, translucida, redonda.

Colonia pequefia 2mm, color naranja palido, borde
irregular, cremosa, convexa, translucida, redonda.

Colonia mediana 3mm, color amarillo  palido, borde
irregular, cremosa, convexa, translucida, redonda.

Colonia pequeiia 2mm, color amarillo, borde irregular,
mucoide, convexa, translucida, redonda.

Colonia pequefia 2mm, color crema, borde liso, cremosa,
convexa, translucida, redonda.

Colonia pequeiia 2mm, translucida, redonda, borde liso,
color amarillo palido, no genera pigmento, de textura
cremosa.
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Colonia pequefia 2mm, de color crema, textura cremosa,
borde liso, convexa, opaca, redonda.

Colonia grande 5mm, color rojo palido, textura mucoide,
borde irregular, concava, opaca.

Colonia pequefia 1-2mm, color amarillo brillante, borde
liso, mucoide, elevacion convexa, translucida, redonda.

Colonia mediana 3-4mm, color amarillo, borde irregular,
mucoide, elevacion convexa, translucida, redonda.

Colonia pequefia 1-2mm, color rojizo, borde liso, cremosa,
elevacion convexa, translucida, redonda.

Colonia pequefia 2mm, color blanco, borde irregular, dura,
elevacion convexa, opaca, redonda.

Colonia mediana 3-4mm, color blanco, borde irregular,
dura, elevacién convexa, opaca, redonda.

Colonia pequefia 2mm, color blanco, borde irregular, dura,
elevacion convexa, opaca, redonda.

Imagen 2. Grupos microbianos crecidos en Agar nutritivo 25°C por 24 horas.
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ANEXO 3. Morfologia microscoépica, tincion de Gram y esporas.

Grupo Esporas Género
Tincion Gram

o PN 20
Sty vl 3

W
s
e

Serratia spp.

Bacillus spp.
¥ O | No aplica
8 PR SO Streptococcus
spp.
-3 e
-
v
o —
. . Y No aplica Staphylococcus
spp.
- < :
B CE T | |
i‘e‘%- St g P / No aplica Micrococcus
e vy SPP.
[ ‘ 7 -
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No aplica Streptomyces
spp.

Imagen 3. Descripcion bioquimica de cada grupo, tinciéon esporas, Gram.

ANEXO 4. Bioquimicas realizadas a cada grupo microbiano
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L.lia G.glucosa C.citrato Ala. Alanina |, inositol X. xilosa F.fructosa O, ornitina Ga. Galactosa E. etanol
T. trehalosa Man. Manosa Mal. Maltosa Ma. Manitol A. arginina Al. almidon Ace. Acetato Gli. Glicina

Li. Lisina Ara. Arabinosa Glic. Glicerol Ala. Alanina P. propionato M. malato Vp. Vorges proskauer Gel. gelatina

A. Pruebas bioquimicas género Bacillus spp, B. Pruebas bioquimicas género
Streptococcus spp, C. Pruebas bioquimicas Staphylococcus spp, D. Pruebas
bioquimicas Streptomyces spp, E. Pruebas bioquimicas Micrococcus spp, F.
Pruebas bioquimicas Serratia spp.
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ANEXO 5. Claves de identificacion bacteriana segun Bergey's y The
prokaryotes.

5. a Caracteristicas diferenciales de la familia Bacilliaceae.
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Imagen 5. Caracteristicas diferenciales de la familia Bacilliaceae. ( Tomado
Bergey’s Manual of Sistematic Bacteriology segunda edicion).
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5.b Caracteristicas diferenciales del genero Bacillus.

GENUS |. BACILLUS

TABLE 3. Differential characteristics of the species of the genus Bacllus®
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Imagen 6. Caracteristicas diferenciales de la familia Bacilliaceae.

Bergey’s Manual of Sistematic Bacteriology segunda edicion).
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5.c Caracteristicas de las especies pertenecientes al grupo Streptococcus

spp.

BTa FAMILY Wi STREPTOCOCCACEAE
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Imagen 7. Caracteristicas diferenciales del genero Streptococcus spp. ( Tomado
Bergey’s Manual of Sistematic Bacteriology segunda edicion).
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5. d Caracteristicas diferenciales de las especies pertenecientes a la familia
Staphylococcaceae.

a4 FAMILY VIll. STAPHYLOCOCCACEAE

TABLE T4. Charcrensncs differemiaing the species amd subspecies of the genus Suaphlocoocas
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Imagen 5. Caracteristicas diferenciales de la familia Staphylococcaceae. ( Tomado
Bergey’s Manual of Sistematic Bacteriology segunda edicion).
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5. e. Caracteristicas de las especies del genero Micrococus spp.

Differential characteristics of the specdies of the genus Micrococous®

Pigmentation Yellow Cream Yellow ellow Yellow Yellow Yellow
white
Optimum growth Ex) 37 EY 168 28 28 EE]
Temperature [“C)
Growth at 4 °C - - - - - - -
Growth at 45 °C - nd - - - - -
Major menaguinone(s) | ME-8 and MHE-B[H) [ ME-8{H4) | ME-8, ME-B{H.), ME-8H ), ME-7, ME-T{H_),
ME-8{H;) or ME-(Hy} | MK-B(H2) ME-T{Hz) ME-7H,) ME-8 ME-8(H;)
ME-8{H,)
Nitrate reduction - - - + - - -
'u'ages-F:rc-skauer - - - + - - -
reaction
Hydrolysis of
Tween 80 d - - - - - -
Starch - - - - - - -
Casein® - - - - nd nd -

Assimilation of

o-Mannose + — — — - nd -
o-Trehalose - + = - - nd -
Maltose - + - - nd nd -
L-Malate - - - + - nd -
Pyruvate - + nd - nd nd nd
Acetate d + nd - nd nd -
Propionate - - nd - nd nd nd
L-Alanine d - nd + nd nd nd
Acid production from'
Adonitol - + - - - - nd
Amylum - + - + - - nd
o-Arabinose - - - - - - nd
L-Arabinose - - - + - - -
Arbutin - - - + - - nd
Cellobiose - - - - - - nd
Dulcitol - - - - - - nd
Erythritol - - - - - - nd
Aesculin - — + + - -
Fructose + + — + - nd
o-Fucose - + - - - - nd
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Galactose - - nd
f-Gentiobbose + - nd
Glycogen + + nd
Gluconate [+]
Imosital - nd
Inulin + nd
Lactose + + nd
o-Lyxwose + + 1 nd
Maninitol + -
Melibicse + - nd
Melezitose + nd
Methyl-u-o-

mannoside
Methiyl-z-o-glucoside +
N-Acetylglucosamine +
Raffinose nd
Rhamnose + nd
Ribose + nd
Sallicin nd
Sorbitol + nd
Sorbose nd
o-Tagatose + nd
Trehalose + L L L
o-Xylose + nd

Imagen 9. Caracteristicas diferenciales del
prokaryotes cuarta edicion.
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5. f. Caracteristicas micelio aéreo genero Streptomyces spp.

Imagen 11. Caracteristicas del micelio aereo genero Streptomyces spp
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5. g. Caracteristicas de las especies del genero Serratia spp.

Table 4. Differential characteristics of Serratio species.

= = = ‘;
I z = = B
e & 3§ § . §F i
S0 S BT R R
- £ - = g i =, % =
Characterisiic B T & [ e [ [ e e
Rexd pigment d - V v - - - -
Potato=like odor - - - v + + -
Good growth at 5°5C - + - + ¥ + #
Good growth at 40°C + = o v WDy NI + MWD
Inclode - - - - + - - -
Teirathdonate reduciion d + - - - - - "
Gas from glucose agar - + v - - - - ¥
B Xylosidase - - v + + ¥ - +
Oxidation of: Glucose 1o gloconale (without cofactor)” + - v - ¥ + + -
I-Ketogluconate to 2, 5-diketogluconate + d - - - - - -
Acid from:
Adonitol ¥ - - + (=] + + "
L-Arabimose - + #+ ¥ ¥ " - +
Lactose d v i+ - i+] v - ¥
D-Melibiose - + + + + + - "
D Raffinoze d + + ¥ d ¥+
L-Bhamnose - - - - + + - v
D Sorbitol + + d - - + 4
Sucrose + + - -+ d + + -
D Xylose - + + + + ¥ d d
Ly=ine decarboxylase + + - d + - - ¥
Omithine decarboylase + + - - d - - 4+
Arginine decarboxylase - d - - - - - -
Twacen Bl hydrolysis + + + + - + + +
Carbon source wiileation:
Adonitol + o - + + + + "
L-Arabimose - + #+ ¥ ¥ " - +
D= Arabitol - - - + - + d "
L-Arabitol + - - - + ¥ d +
Betlaine - - v ¥ - - - -
Dralcitol - - - - - - - "
mexa-Erythritol d - - + d ¥ —
Mlalkem] - + + + - + - v
Melezitose - + + d - " - -
D-Melibiose + + + + + - "
Falatinose - + #+ ¥ - " - +
Dhainate d - + i+ - + d -
L-Ehamnose - d - - + + - +
DSorbitol + + v - - #+ - ¥
Sucrose + + - - d + + -
D-Tarirate = = o d d o = v
Tricarballylate - - - d - - - v
Trigonelline d - - - + v - -

“The liquefaciens group or complex includes 5 Squefociens, £ profeamacudans, and 5 grimesii.
Without addition of pyrrolequinoline guinone. All species prodoce gleconate from glecose i the presence of pyrrologuinae
line guinone.

Imagen 11. Caracteristicas diferenciales del genero Serratia spp. (Tomado
Bergey’s Manual of Sistematic Bacteriology segunda edicion).
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