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RESUMEN

En Ecuador, el conocimiento sobre microorganismos con actividad amilolitica y
celulolitica en zonas costeras es limitado. Por ello, el objetivo de esta investigacion
fue aislar y evaluar microorganismos del género Bacillus y Rhizopus con potencial
actividad amilolitica y celulolitica, como primer paso para su posterior
identificacion molecular y valoracién biotecnoldgica. Se realizd un estudio
cuantitativo y experimental a partir de muestras de suelo recolectadas en el humedal
de Punta Carnero. Los microorganismos fueron aislados mediante cultivo en agar
almidon (AA) y agar carboximetilcelulosa (CMC), y su actividad enzimatica se
determin0 mediante la medicion de halos de hidrolisis. Se obtuvieron 72
aislamientos, de los cuales 44 crecieron en AA y 28 en CMC. Los aislamientos
cultivados en CMC presentaron una actividad hidrolitica significativamente mayor
que los obtenidos en AA (Mann-Whitney; p < 0,001), con un radio de hidrolisis
promedio de 4,19 + 0,78 frente a 2,42 + 0,93, respectivamente. Asimismo, la
actividad celulolitica mostro una asociacion positiva mas fuerte con el crecimiento
colonial que la actividad amilolitica. La identificacion molecular confirmé que las
cepas con mayor actividad enzimatica pertenecieron principalmente al género
Bacillus, destacando Bacillus cereus, seguido de Bacillus subtilis y Bacillus
licheniformis. Se concluye que los suelos del remanente de Punta Carnero
constituyen una fuente promisoria de microorganismos con potencial para la
produccion de enzimas hidroliticas, particularmente celulasas. Se recomienda
ampliar la prospeccion microbiolégica en diferentes sectores y estaciones del afio,
asi como profundizar en la caracterizacion molecular y bioquimica de las cepas con
mayor actividad enzimatica.

Palabras claves: Bacillus, Rhizopus, amilolitica, celulolitica, potencial.
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ABSTRACT

In Ecuador, knowledge of microorganisms with amylolytic and cellulolytic activity
in coastal environments remains limited. Therefore, the aim of this study was to
isolate and evaluate microorganisms belonging to the genera Bacillus and Rhizopus
with potential amylolytic and cellulolytic activity as a first step toward their
molecular identification and biotechnological assessment. A quantitative and
experimental study was conducted using soil samples collected from the Punta
Carnero wetland. Microorganisms were isolated by culturing on starch agar (AA)
and carboxymethyl cellulose agar (CMC), and their enzymatic activity was
determined by measuring hydrolysis halos. Atotal of 72 isolates were obtained, of
which 44 grew on AA and 28 on CMC. Isolates cultured on CMC exhibited
significantly higher hydrolytic activity than those obtained on AA (Mann—Whitney
test; p < 0.001), with an average hydrolysis radius of 4.19 + 0.78 compared to 2.42
+ 0.93, respectively. Furthermore, cellulolytic activity showed a stronger positive
association with colony growth than amylolytic activity. Molecular identification
confirmed that the strains with the highest enzymatic activity belonged
predominantly to the genus Bacillus, with Bacillus cereus being the dominant
species, followed by Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis. It is concluded
that the soils of the Punta Carnero wetland constitute a promising source of
microorganisms with potential for the production of hydrolytic enzymes,
particularly cellulases. Further microbiological prospecting in different areas and
seasons of the year is recommended, as well as more comprehensive molecular and
biochemical characterization of the strains exhibiting the highest enzymatic activity.

Keywords: Bacillus, Rhizopus, amylolytic activity, cellulolytic activity, potential.
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1. INTRODUCCION

Los ecosistemas son zonas costeras de transicion que combinan influencias marinas
y terrestres, caracterizadas por fluctuaciones de salinidad y oxigeno variables,
acumulacion de materia organica y dindmicas de marea. Estos ambientes presentan
condiciones unicas que generan nichos ecologicos diversos y favorecen la accion

de microorganismos adaptados a ambientes extremos (Camacho et al., 2021).

Los humedales actian como reservas de carbono y materias primas organicas,
siendo cruciales en los ciclos biogeoquimicos de carbono, nitrégeno, fésforo, entre
otros (Ramirez & Rojas, 2020). La degradacion de materiales vegetales (hojarasca,
raices, detritos) en estos ecosistemas depende en gran parte de la actividad de

enzimas hidroliticas como las celulasas y amilasas (Sanchez et al., 2020).

Entre las enzimas hidroliticas, las amilasas tienen la funcion de romper los enlaces
a-1,4 del almiddn, transformandolo en moléculas como maltosa, dextrina y glucosa,
lo cual tiene aplicaciones industriales tales como en la produccién de jarabes,
alcoholes, detergentes, industria alimenticia, y biorremediacion (Sanchez et al.,
2020). Mientras que las enzimas celulolitica, se caracterizan por degradar la
celulosa, que forma parte de la lignocelulosa vegetal, transforméandola en azucares
simples que pueden ser reutilizados por microorganismos, o usados con fines

biotecnoldgicos, como en la generacion de bioetanol (Dewiyanti et al., 2024).
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Dentro de los géneros microbianos que destacan en ambientes con actividad
hidrolitica se encuentran Bacillus, grupo bacteriano bien conocido por su
produccion de amilasas y celulasas, resistencia a condiciones adversas, facilidad de
cultivo y secrecion extracelular de enzimas (Avila et al, 2025). Por otro lado,
Rhizopus, un hongo filamentoso, también posee cepas con capacidad para degradar
polisacéridos como almiddn y celulosa, aunque muchas veces menos estudiado en

humedales que Bacillus (Londofio et al., 2017).

El humedal de Punta Carnero, ubicado en la provincia de Santa Elena-Ecuador,
representa un ecosistema costero de gran relevancia ecoldgica, que esta sujeto a
variabilidad de salinidad, entrada de materia organica tanto terrestre como marina,
fluctuaciones de agua y condiciones de oxigeno cambiantes (Reyes, 2023). Estas
caracteristicas lo convierten en un sitio excelente para explorar la diversidad de
microorganismos capaces de producir enzimas hidroliticas como amilasas y

celulasas, adaptadas a esas condiciones.

En ese contexto, el presente trabajo tuvo como objetivo analizar microorganismos
Bacillus y Rhizopus con actividad amilolitica y celulolitica mediante el aislamiento
de cepas e identificacion molecular gracias a la amplificacion y secuenciacion del

gen 16rRNAYy la region ITS del ADN ribosémico, respectivamente. Por otro lado,
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se aplicaron técnicas de cultivo con almidén y carboximetilcelulosa para el
aislamiento de los organismos y posteriormente cuantificar su actividad enzimatica

mediante halos de hidrolisis.

De esta manera se logré determinar su capacidad biotecnoldgica en la produccion
de enzimas de interés industrial puesto que estudiar cepas de Bacillus y Rhizopus
permitio no solo reportar localmente la presencia de estas actividades, sino también

explorar su capacidad de adaptacion y variabilidad funcional.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel global, multiples investigaciones demuestran que los suelos de humedales
son una fuente prometedora de microorganismos productores de enzimas
hidroliticas (Sanchez et al., 2020). Sin embargo, en Ecuador existe un vacio en la
literatura en cuanto al aislamiento local de microorganismos especificamente de
suelos de humedales de manglar con actividad amilolitica y celulolitica, sobre todo
cuando se trata de los géneros Bacillus y Rhizopus. Esta carencia limita tanto el

conocimiento ecoldgico como el aprovechamiento biotecnoldgico.

En Ecuador, los humedales estdn sujetos a presiones antropogénicas crecientes
como la expansion de acuicultura, tala para construccion o extraccion de madera,
urbanizacion costera, vertidos de aguas residuales y contaminacion por metales
pesados. Estas actividades alteran las propiedades edéaficas lo que puede inhibir el
crecimiento microbiano o modificar la diversidad y funcionalidad de comunidades

microbianas esenciales para la degradacion de polisacaridos (Nava & Lango, 2023).

Una consecuencia directa de la alteracion de estas condiciones es la posible
disminucion de la actividad enzimatica hidrolitica en la amilasa y celulasa, lo que
ralentiza la degradacion de la materia organica acumulada, esto puede conducir a
una mayor acumulacion de hojarasca y raices muertas, desequilibrios en la

liberacion de nutrientes, generacion de condiciones anaerdbicas mas persistentes,

17



liberacion tardia de gases como metano o dioxido de carbono y afectaciones en las
funciones ecosistémicas de humedales, como almacenamiento de carbono,

proteccion costera y soporte de biodiversidad (Buitron, 2021).

Adicionalmente, la presencia de contaminantes quimicos como metales pesados,
hidrocarburos y falta o0 exceso de nutrientes en suelos puede tener efectos toxicos
sobre los microorganismos, inhibiendo su viabilidad, su capacidad de secrecion
enzimatica o alterando las relaciones simbidticas o competitivas dentro de la

comunidad microbiana (Buitron, 2021).

En el caso de Punta Carnero-Santa Elena, estas problemaéticas cobran relevancia
particular dado su contexto costero: remanente de manglar con humedad variable,
influencia de mareas, posibles entradas de agua salobre o salina, interaccién con
actividades humanas locales como turismo, pesca y urbanizacion costera. Sin datos
precisos sobre los microorganismos con actividad amilolitica y celulolitica en este
sitio, se desconoce coémo estas condiciones particulares estan afectando su
diversidad funcional, capacidad de degradacién de polisacaridos y potencial

ecologico o biotecnologico local.
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3. JUSTIFICACION

Al explorar comunidades microbianas funcionales en un sitio poco estudiado, se
espera contribuir con conocimiento nuevo que complemente los estudios existentes
sobre carbono azul. Esta investigacion aport6 al entendimiento de la diversidad
funcional microbiana en humedales costeros, en especial relacién con enzimas
amiloliticas y celuloliticas, permitié ampliar modelos ecoldgicos sobre degradacion
de materia organica, llenando vacios en la literatura que generalmente se centra en

inventarios taxondmicos o en humedales de otros paises.

El estudio permitié identificar cepas locales de Bacillus y Rhizopus con buena
actividad enzimética de amilasa y celulasa, estas cepas podrian usarse como
insumos biotecnoldgicos como produccién de enzimas industriales, mejora de
procesos de compostaje o degradacidn de residuos organicos locales, 1o que puede
reducir la necesidad de cepas importadas o adaptadas a otras condiciones (Avila et
al., 2025). También aport6 con herramientas microbioldgicas para la restauracion
ecologica de suelos degradados, acelerando la recuperacion de funciones

ecosistémicas como la descomposicion organica (Buitron, 2021).

En términos econdmicos, el descubrimiento y posible desarrollo de cepas locales
con alta actividad enzimatica reduce costos asociados a la importacion de enzimas

industriales, disminuir insumos externos para actividades de tratamiento de

19



residuos o produccion de bioproductos, y abrir posibilidades de emprendimientos
locales basados en biotecnologia (Avila, Romero, & Juarez, 2025). Estudios en
Ecuador muestran que la disminucion de humedales por la acuicultura ha llevado a

pérdidas de carbono valoradas econdmicamente.

Mejorar la comprension de los procesos ecoldgicos que mantienen la salud de este
lugar beneficia directamente al bienestar de esas comunidades, al preservar
servicios ecosistémicos esenciales. Ademas, genera conciencia local sobre la
importancia microbiana del suelo, incentivando la conservacion y manejo

sostenible.

Desde el punto de vista legal, la proteccién, conservacion y manejo sostenible de
manglares estd respaldada en Ecuador por varios instrumentos normativos, el
articulo 1 de la Ley Forestal y de Conservacion de Areas Naturales y Vida Silvestre
reconoce los manglares como patrimonio del Estado, fuera del comercio, y su
proteccion es parte del marco legal de conservacion (MANUAL PARA
INCENTIVO A CONSERVACION Y USO, 2014). Este estudio proporcion6
evidencias cientificas que respaldan politicas publicas, reglamentos locales y
decisiones institucionales de manejo de suelo, restauracion ecoldgica, permisos
ambientales, contribuyendo a que las normas no sean solo declarativas sino

aplicadas con base en datos funcionales locales.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Identificar microorganismos Bacillus y Rhizopus con actividad amilolitica y
celulolitica mediante el aislamiento de cepas e identificacion molecular
determinando su capacidad biotecnoldgica en la produccion de enzimas de interés

industrial.

4.2.  Objetivos especificos

e Aislar cepas de Bacillus y Rhizopus a partir de muestras de suelo de

humedales mediante técnicas de cultivo con almidon y carboximetilcelulosa.

e Cuantificar la actividad enzimatica amilolitica y celulolitica de las cepas

Bacillus y Rhizopus mediante halos de hidrolisis.

e Identificar molecularmente las cepas con mayor actividad enzimatica

mediante amplificacion y secuenciacion del gen 16S rRNA.
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5. HIPOTESIS

H1: Los aislados locales de los suelos del humedal, presentan actividad amilolitica

y celulolitica demostrando su capacidad biotecnoldgica para la produccion de

enzimas de interés industrial.
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6. MARCO TEORICO

6.1. Generalidades y relacidn de los manglares y humedales

Los manglares son ecosistemas que se encuentran en las zonas intermareales de las
costas tropicales o subtropicales. Presentan una vegetacidn que tiene adaptaciones
fisioldgicas, morfologicas, y reproductivas que les permiten adaptarse a diferentes
condiciones de salinidad, inundaciones, vientos y temperaturas altas. Son uno de
los ecosistemas mas productivos en cuanto a la biomasa y tienen un gran impacto
ambiental al ser barreras naturales contra inundaciones, tsunamis, refugio para

especies, evitan la erosion, entre otros (Cordero et al., 2023).

Los humedales son extensiones de superficies cubiertas de agua, las cuales pueden
ser permanentes o temporales, corrientes o estancadas, dulces o salobres, e incluso
expansiones de agua de mar cuya profundidad no exceda los seis metros. A
diferencia de cualquier otro ecosistema este se caracteriza por almacenar cantidades
grandes de carbono, lo que ayuda a disminuir el calentamiento global. La
variabilidad de los parametros fisicoquimicos esta relacionada por las condiciones
hidricas determinadas por la temporalidad, es decir, depende si es temporada de

lluvias o temporada secas (Abarca, 2023).

De este modo, la principal diferencia entre los manglares y humedales radica en que
un humedal se le denomina a cualquier area terrestre que se encuentre cubierta o

inundada de agua ya sea dulce, salada o salobre, mientras que el manglar es un tipo
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especifico de humedal costero como ecosistema por lo tanto todo ecosistema
manglar es un humedal, pero no todo humedal puede representar un ecosistema y

denominarlo manglar (Torres et al., 2023).

6.1.1. Ciclo del carbono en humedales

Los microorganismos que se encuentran en la rizosfera se caracterizan por ser
importantes en las interacciones con los residuos depositados en sedimentos, lo que
pone a disposicion nutrientes esenciales como el carbono, nitrégeno, fosforo, etc.,
mediante la transformacion y descomposicion de residuos de especies vegetales,
que a su vez mediante exsudados de las raices sirven de sustrato para las especies

microbianas (Iriarte, 2023).

El funcionamiento de humedales se inicia con los Flujos Verticales que representa
el movimiento de gases entre el ecosistema y el aire donde se realiza la asimilacion
o fotosintesis. Segundo, se realiza el retorno de CO2 a la atmosfera a través de la
respiracion autétrofa de la planta y la respiracion heterétrofa de los
microorganismos que descomponen la materia organica y en condiciones

anaerdbicas el suelo libera metano (Benavides et al., 2024).
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A continuacion, los flujos horizontales o laterales que son los intercambios entre
ecosistemas que ocurren a través de las mareas y el movimiento del agua, donde el
carbono puede entrar o salir en forma de carbono organico disuelto o particulado
hacia ecosistemas adyacentes como el océano abierto esto se visualiza en la figura

1 con las flechas amarillas que indican entradas y las celestes que indican salidas.

Por ultimo, en los procesos internos y reservorios, el carbono se almacena en la
estructura viva de la planta y en las raices que representa biomasa subterranea, pero
cuando cae la hojarasca es el proceso de transferencia de carbono de la biomasa
aérea al suelo. Al final en el suelo y sedimento, es el reservorio mas critico donde
ocurre la descomposicion de la materia organica que queda enterrada por periodos

largos o ser transformada por bacterias (Benavides et al., 2024).
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Figura 1.

Diagrama general del ciclo del carbono en humedales.
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Nota: Los reservorios de carbono estan representados con cajas y los flujos con flechas. Las flechas

color celeste corresponden a las salidas y amarillo a las entradas. Obtenido de Benavides et al., 2024.

6.2.  Microorganismos en suelos de humedal.

Los microorganismos son el principal componente de la biomasa de sedimentos en
humedales (Giani, et al., 2009), participan en el reciclaje biogeoquimico y flujo de
elementos como el carbono, el nitrdgeno, el fosforo y el azufre. Holguin et al.
(2007), enfatizaron tres razones principales por las que estos organismos son

considerados sostenedores:

e Las bacterias sulfato reductoras permiten la mineralizacion de la materia

organica bajo condiciones anaerobias y microaerofilicas.
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e Las tasas de fijacion bioldgica de nitrogeno que contribuyen con un 40 a
60% de los requerimientos de este elemento en el ecosistema.
e La presencia de bacterias de la rizosfera suministra nutrientes y compuestos

bioactivos como reguladores del crecimiento.

6.2.1. Género Bacillus

El género Bacillus es un grupo de bacterias gran positivas de tamafio variable (0,5-
10 um aprox.) que destacan por su crecimiento aerobio o en ocasiones anaerobio
facultativo. Tienen una morfologia bacilar con movilidad flagelar y su crecimiento
ocurre en pH neutro, tolerando un amplio intervalo de temperaturas, aunque la

mayoria de las especies son mesdfilas (Tejera-Hernandez et al., 2011).

El género Bacillus forma parte de la familia Bacillaceae, cuyas especies mas
representativas son: B. subtilis, B. brevis, B. cereus, B. pumilus y B.
amyloliquefaciens. Todas ellas constituyen una alternativa relevante como agentes
de control bioldgico (BCAs) debido a su amplia distribucion en el suelo y su
capacidad de producir esporas resistentes a la desecacion, el calor, la radiacion UV

y a solventes orgénicos (Leelasuphakul et al., 2008).

Los recuentos cultivables de especies de Bacillus en suelos se encuentra en el

intervalo de log 3 a log 6 por gramo de peso fresco, no obstante, estudios de ARNr
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en suelo contradicen la abundancia relativa de especies cultivables y no cultivables

de este género bacteriano (Villarreal et al., 2018).

Figura 2.

Especies de Bacillus cultivadas en agar sangre

Nota. a). B. licheniformis, b). B. subtilis, c). B. pumilus y d). B. cereus. Tomado de “Evaluation of
growth of four species of the genus Bacillus sp., the first step to understand their biocontrol effect

on Fusarium sp.” por Castafieda & Consuelo (2016).
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6.2.2. Género Rhizopus

El género Rhizopus pertenece a los hongos filamentosos del filo Mucoromycota, los
cuales se caracterizan por su rapido crecimiento y su capacidad de colonizar
sustratos ricos en materia organica como suelos, residuos vegetales y humedales.
Petruzzello (2016) menciona que, en agar PDA, esta especie desarrolla colonias de
rapido crecimiento con abundante micelio aéreo de textura algodonosa,
inicialmente de color blanco a gris claro, que posteriormente adquieren una

tonalidad gris oscura tras la esporulacion.

A nivel microscopico, presenta hifas anchas y cenociticas (sin septos), conocidas
como estolones, ademas de rizoides de los que emergen esporangioforos robustos
que sostienen esporangios globosos de color marrén oscuro a negro, provistos de

columela y apdfisis bien definidas (Figura 3).

La mayoria de las especies de Rhizopus son de habito sapréfito, aunque algunas
especies pueden ser parasitarias o patdgenas de plantas, animales y el ser humano,
de hecho, son los causantes del deterioro de los alimentos, pudricion en hojas y frutos
de plantas como el tabaco, fresas y papaya. A pesar de ello, este hongo es
ampliamente utilizado en la industria para la fabricacion de bebidas alcohdlicas y
algunos alimentos fermentados, asi como en remediacion ambiental (Cantabrana et

al., 2015). En especies como Rhizopus oryzae y R. oligosporus se aprovechan sus
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a-glucoamilasas y proteasas para la fermentacion de alimentos orientales (Cruz et

al., 2017).

Figura 3.

Caracteristicas morfoldgicas del género Rhizopus

Nota: A. micelio algodonoso en PDA, B.esporangios negros, C. esporangio globoso multiesporado,

D. columela globosa, E. esporangiosporas estriadas y F. rizoide basal.

6.3. Enzimas hidroliticas.

Las hidrolasas constituyen una clase de enzimas que catalizan la ruptura de enlaces
quimicos mediante reacciones de hidrolisis, utilizando una molécula de agua para
descomponer compuestos complejos en moléculas mas simples. Dentro de este
grupo se encuentran las amilasas y las celulasas, enzimas encargadas de degradar

polisacéridos como el almidon y la celulosa, respectivamente (Foltman, 2025).
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6.3.1. indice enzimatico

El indice enzimatico es un pardmetro semicuantitativo utilizado que mide la
capacidad de un microorganismo para producir enzimas extracelulares sobre un
sustrato especifico. Este indice se determina a partir de la relacion entre el diametro
del halo de hidrdlisis generado por la accion enzimatica y el diametro de la colonia
microbiana, permitiendo estimar de manera indirecta la eficiencia en la produccion
de enzimas. Un valor elevado del indice enzimatico indica una mayor capacidad del
microorganismo para hidrolizar el sustrato presente en el medio de cultivo y, por

consiguiente, un mayor potencial biotecnolégico (Claro, 2023).

1.1.1. Actividad amilolitica.

La actividad amilolitica corresponde a la capacidad que poseen ciertos
microorganismos para sintetizar y secretar enzimas denominadas amilasas
encargadas de catalizar la hidrolisis del almidon. ElI almidén es uno de los
polisacéridos méas abundantes en la naturaleza y estd compuesto principalmente por
amilosa y amilopectina, unidas mediante enlaces glucosidicos a-1,4 y a-1,6. La
degradacién de este polimero facilita la transformacion de materia organica
compleja en compuestos mas facilmente asimilables por otros organismos del

ecosistema (Monteiro de Souza & Oliveira Magalhdes, 2010).
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Figura 4.

Degradacion enzimatica del almidén por la amilasa.
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Nota: La enzima hidroliza los enlaces a-1,4 internos de la cadena de almiddn liberando maltosa,

maltotriosa y a- dextrinas limite. Los enlaces a-1,6 no son hidrolizados por la a- amilasa.

Aunque las enzimas amiloliticas pueden obtenerse a partir de diversas fuentes,
incluyendo plantas, animales, bacterias y hongos, las de origen microbiano son las
mas empleadas debido a las ventajas que ofrecen. Entre ellas destacan el rapido
crecimiento de los microorganismos, su amplia diversidad bioquimica, que se
traduce en una gran variedad de actividades cataliticas, la disponibilidad continua
al no depender de variaciones estacionales y la facilidad para su manipulacién

genética (Carvalho et al., 2021).
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Las amilasas termoestables son consideradas unas de las enzimas de mayor interés
para la industria alimentaria debido a su capacidad de conservar su actividad y
estabilidad en condiciones de altas temperaturas durante diversos procesos
industriales (Ardhi et al., 2020). Estas propiedades permiten acelerar las reacciones
enzimaticas, mejorar la solubilidad de los sustratos y disminuir el riesgo de
contaminacion por microorganismos, incrementando la eficiencia de los procesos
(Farooq et al., 2021). Por esta razén, los microorganismos termofilos que se
desarrollan en ambientes naturalmente calidos representan una fuente valiosa para
el aislamiento de amilasas termoestables con aplicaciones biotecnoldgicas e

industriales.

1.1.1. Actividad celulolitica

La actividad celulolitica se define como la capacidad de determinados
microorganismos para degradar la celulosa mediante la produccion de enzimas
especializadas denominadas celulasas (Bautista et al., 2024). La celulosa es el
polisacarido estructural més abundante en la biosfera y constituye el principal
componente de la pared celular de las plantas, por lo cual se estima que representa
una proporcion significativa de la biomasa terrestre y constituye una de las mayores

reservas de carbono renovable del planeta (Gafian et al., 2014).

El sistema celulolitico esta integrado principalmente por tres grupos de enzimas: las

endoglucanasas que atacan regiones internas de la cadena de celulosa,
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generando nuevos extremos libres; las celobiohidrolasas que acttan sobre dichos
extremos liberando moléculas de celobiosa; y las B-glucosidasas que hidrolizan la

celobiosa produciendo glucosa (Bhardwaj et al., 2021).

Figura 5.

Hidrdlisis enzimatica de la celulosa para la obtencion de nanoparticulass.

Celulosa
(polisacarido lineal de unidades de D-glucosa unidas por enlaces fi-1,4)
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* Hemicelulasa * Pactnairsa
« Xilanasa « Poligalacturonasa

* p-glucanasa

Formulacion de nanoparticulas de celulosa (CNC/CNF)

Nota: Se muestra la accién de enzimas como celulasas, hemicelulasas, xilanasas y pectinasas sobre

la estructura de la celulosa, promoviendo la ruptura de los enlaces B-1,4-glucosidicos y la liberacion

de nanocristales (CNC) y nanofibras de celulosa (CNF).
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1.2.  Antecedentes de la investigacion

Ramirez y Coha (2003) aislaron actinomicetos termofilos con capacidad celulolitica
y evaluaron su actividad enzimatica, demostrando el potencial de estos
microorganismos para la degradacion de la celulosa. De manera similar, en suelos
agricolas cultivados con Stevia rebaudiana, se determin6 la presencia de actividad
celulolitica microbiana, confirmando que este tipo de ambientes alberga
comunidades con capacidad de degradar materiales celulésicos (Agronomia
Colombiana, 2008), posteriormente, Guzman Cedefio et al. (2014) aislaron y

caracterizaron hongos celuloliticos provenientes de suelos de Manabi, Ecuador.

En cuanto a las bacterias del género Bacillus, Maki et al. (2011) documentaron el
potencial celulolitico de especies pertenecientes a este género, mientras que
Chantarasiri (2015) aislé Bacillus cereus con actividad celulolitica a partir de
sedimentos de manglar. Asimismo, Camacho et al. (2021) y Hossain et al. (2021)
reportaron cepas de Bacillus con elevada actividad celulolitica y destacaron su

importancia para el aprovechamiento de residuos vegetales.

Los ecosistemas de manglar representan ambientes particularmente favorables para
el desarrollo de microorganismos degradadores de materia organica debido al
continuo aporte de hojarasca y restos vegetales. En este contexto, Silva-Ontiveros

et al. (2024) evaluaron el comportamiento estacional de bacterias heterétrofas y su
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actividad celulolitica en sedimentos de Avicennia germinans, encontrando que la
actividad microbiana se relaciona con la produccion de hojarasca y con variables

fisicoquimicas del agua y del sedimento.

Respecto a los microorganismos productores de amilasas, los hongos también
representan una fuente importante de enzimas de interés industrial: En Ecuador,
Tamayo (2021) realizo la caracterizacion molecular de un hongo marino aislado de
la Reserva Ecoldgica Manglares Churute e identifico la especie Savoryella nypae,
analizando su actividad amilolitica y constituyendo el primer reporte de esta especie
para el pais y para los manglares de la costa del Pacifico de América del Sur. A pesar
de estos avances, las investigaciones enfocadas en el aislamiento de
microorganismos con actividad amilolitica y celulolitica en humedales de manglar

del litoral ecuatoriano contintan siendo limitadas, particularmente en la provincia.

1.3. Marco Legal

La investigacion se sustenta en el marco juridico ecuatoriano, el cual promueve la
conservacion de la biodiversidad, la proteccion de los ecosistemas estratégicos y el
desarrollo de la investigacién cientifica orientada al aprovechamiento sostenible de

los recursos bioldgicos (Martinez, 2019):
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1.3.1. Constitucion de la Republica del Ecuador.

La Constitucién de la Republica del Ecuador reconoce a la naturaleza como sujeto
de derechos. En el articulo 71 establece que la naturaleza tiene derecho al respeto
integral de su existencia al mantenimiento y regeneracién de sus ciclos vitales,

estructura, funciones y procesos evolutivos (Asamblea Constituyente, 2008).

Por su parte, el articulo 73 dispone que el Estado aplicara medidas de precaucion y
restriccion frente a actividades que puedan ocasionar la extincion de especies, la
destruccién de ecosistemas o la alteracion permanente de los ciclos naturales,
prohibiendo la introduccién de organismos o materiales que puedan modificar el
patrimonio genético nacional. Estas disposiciones respaldan la realizacion de
investigaciones en pro al conocimiento y conservacion de la biodiversidad

microbiana presente en ecosistemas fragiles (Asamblea Constituyente, 2008).

1.3.2. Cddigo organico del Ambiente (COA).

El Cddigo Organico del Ambiente (COA) es el principal instrumento juridico para
la gestion ambiental en el Ecuador cuyo objetivo es garantizar el derecho de la
poblacién a vivir en un ambiente sano y ecoldgicamente equilibrado mediante la
conservacién, restauraciébn 'y uso sostenible del patrimonio natural.

Complementariamente, reconoce la importancia de la investigacion cientifica para
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incrementar el conocimiento sobre la biodiversidad y promover el aprovechamiento
sostenible de los recursos bioldgicos, principios que sustentan esta investigacion

(CODIGO ORGANICO DEL AMBIENTE, 2017).

1.3.3. Objetivos de Desarrollo Sostenible

La presente investigacion se relaciona principalmente con el ODS 9: Industria,
innovacion e infraestructura al promover el desarrollo de la biotecnologia mediante
la identificacion de microorganismos con capacidad para producir enzimas de
interés industrial. Asimismo, se vincula con el ODS 15: Vida de ecosistemas
terrestres, debido al estudio de la biodiversidad microbiana en suelos de manglar,
contribuyendo al conocimiento y conservacién de estos ecosistemas y por ultimo se
asocia con el ODS 12: produccién y consumo responsables al fomentar el uso de

procesos biotecnoldgicos sostenibles (PNUD, 2026).
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2. METODOLOGIA

2.1.  Tipo de investigacion

La investigacion se desarrollé bajo un enfoque cuantitativo, con un disefio
descriptivo y experimental. El enfoque cuantitativo permitié medir la actividad
enzimatica y aplicar analisis estadisticos que evaluaron las diferencias entre las
cepas estudiadas. Por otro lado, el disefio descriptivo se empled para caracterizar
las bacterias aisladas en funcion de sus caracteristicas morfolégicas, su actividad

enzimatica y su identificacién molecular.

2.2.  Areade estudio

El presente estudio se llevd a cabo en los humedales de Punta Carnero, que se
encuentra ubicado en el Canton Salinas de la provincia de Santa Elena-Ecuador
(Figura 6). Este ecosistema se caracteriza por su autenticidad y fragilidad ya que
funciona como habitats de reproduccion y desove para diferentes especies de aves,
posee un alto nivel de representatividad por encontrarse en una zona adyacente a un
area protegida (REMACOPSE) y en él se realizan actividades como la extraccion

de petroleo y sal (Escandon, Elao, Escandon, & Velastegui, 2022).
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Figura 6.

Ubicacion geografica del area de estudio
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Provincia de Santa Elena dentro del territorio ecuatoriano; (2) ubicacion del sector

Punta Carnero; y (3) vista satelital detallada del humedal.

2.3. Fase de campo

2.3.1. Muestreo

Se delimitd un area representativa de 400 m? (20 x 20 m) dentro del humedal y en
el interior se establecieron subparcelas de 1 m?, donde se aplico un recorrido en
zigzag Yy se recolectaron una submuestras de suelo a una profundidad de 20 cm en
vértices predeterminados (Figura 7). Las submuestras fueron homogeneizadas para
conformar una muestra compuesta y almacenarlas en bolsas plasticas herméticas

para su traslado hasta el laboratorio manteniéndolas en una temperatura de 4°C.
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Figura 7.

Esquema del area de estudio a muestrear
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Nota. Las lineas representan el recorrido en zigzag. los circulos representan

los veértices para la toma de muestra.

2.4. Fase de laboratorio

2.4.1. Aislamiento
Para el aislamiento de bacterias, se utiliz 1 g de la muestra, el cual se suspendio6 en
9 mL de solucion salina estéril para preparar la dilucién inicial. Posteriormente, se
realizaron diluciones seriadas en base 10 hasta 10 con el fin de evitar un
crecimiento excesivo de colonias en las placas y facilitar su recuento y aislamiento.

(Sénchez et al., 2020; Panchana, 2025).
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Figura 8.

Diluciones seriadas en base 10 y siembra por superficie en cajas Petri
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Posteriormente se inoculd 100 ul de las concentraciones utilizando la técnica de
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siembra por superficie en placas de Petri que contenian Agar almidén (AA) al 1%
para aislar microorganismos amiloliticos y agar carboximetilcelulosa (CMC) al 1%
para aislar microorganismos celuloliticos y se incubaron a 30°C durante 5 dias
(Sanchez et al., 2020). La composicion de los medios de cultivo utilizados se

presenta en las tablas 1y 2.
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Tabla 1.

Composicion del medio agar carboximetilcelulosa

1000 mL 300 mL

Ingredientes

g/L g/L
Extracto de levadura 2,5 0,75
Peptona 2,5 0,75
Sulfato de amonio 0,5 0,15
Cloruro de calcio 0,5 0,15
Fosfato de potasio monobasico 0,1 0,03
Fosfato de potasio dibasico 0,1 0,03
Agar 15 4,5

Nota. Para la preparacion de 300 mL de agar CMC se utiliz6 como referencial la

formulacién original expresada en g/L para 1000 mL de cultivo.

Tabla 2.

Composicién del medio agar almidon

1000 mL 300 mL
Ingredientes

o/L g/L
Almidon 2 0,6
Peptona 5 1,5
Agar Agar 15 4,5

Nota. Para la preparacién de 300 mL de agar AA se utilizd como referencial la

formulacidn expresada en g/L para 1000 mL de cultivo.
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Después de los 5 dias de incubacién se observaron las colonias que crecieron en
agar CMC vy se les adicion0 rojo Congo al 1% y NaCl 0.1 M, reposando un periodo
de cuatro horas para observar los halos de hidrolisis (Teather & Wood, 1982).
Mientras que para el agar AA se adicion6 Lugol sobre las colonias y se observo la
presencia de halos de hidrdlisis. Cada cepa aislada fue codificada con el tipo de

actividad enzimatica: C para celuloliticos y A para amiloliticos.

Figura 9.

Deteccion de actividad enzimética en medios CMC y AA

Rojo Congo 1 %
NaCI0.1 M

CMC Agar

Se midio el diametro del halo de aclaramiento en cada colonia. Como
criterio de preseleccidn se consideraron colonias con halos mayores a 3 mmy

para ello se calcul6 el radio de hidrdlisis:

tamaiio del halo

Radio de hidrélisis (RH) = tamaiio de la colonia

44



El RH muestra la relacion halo/colonia y, por tanto, la eficiencia de secrecion.

Por ejemplo, si halo =10 mm y colonia =5 mm — RH = 2.

2.4.2. ldentificacion molecular mediante PCR.

Para la identificaciébn molecular, en las bacterias del género Bacillus se amplificd
mediante PCR el gen 16S rRNA es especificamente las regiones V3-V4; 341F:
CCTACGGGNGGCWGCAG a 805R: GACTACHVGGGTATCTAATCC.
Mientras que para la identificacion de hongos del género Rhizopus se amplifico la
region ITS86 F: GTGAATCATCGAATCTTTGAA a ITS4:

TCCTCCGCTTATTGATATGC del ADN ribosémico.

El material genético se extrajo de la muestra recibida utilizando el método basado
en columnas. La calidad y la cantidad del material genético se realizé mediante los
métodos de gel de electroforesis y cuantificacion fluorométrica respectivamente.
Con el material genético cualificado se procedio6 a la amplificacion de la region de
interés que se especifica en el reporte, la union de adaptadores a ambos lados de
este 0 estos fragmentos generados, mediante el método de reaccion en cadena de la

polimerasa o PCR.

Después de cada proceso de amplificacion se realiz6 una limpieza de los fragmentos

deseados mediante el método basado en perlas. La calidad y la cantidad de las
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librerias preparadas se realizd mediante los métodos de gel de electroforesis y
cuantificacion fluorométrica respectivamente. Una vez cualificadas las librerias se
secuenciaron usando el método de secuenciacion por sintesis de Illumina usando
lecturas PE: 250x2. Los analisis primarios de transformacion de iméagenes en
secuencias genéticas o llamado de variantes se realizan en el mismo instrumento
bajo el software de propiedad de la misma marca, generando los archivos BCL,

como producto final.

Los archivos Fastq, fueron sometidos a un proceso de calidad y filtrado para
garantizar la clasificacion taxonémica, por lo cual se implemento6 un algoritmo de
alto rendimiento del clasificador Ribosomal Database Project (RDP) descrito en
Wang Q. et al (2007). La base de datos utilizada para bacteria fue RefSeq RDP 16S
V3, basada en un conjunto de archivos FASTA de:
https://benjjneb.github.io/dada2/training.html. Secuencias del gen 16S rRNA con
formato DADAZ para bacterias y arqueas (Version 2). La base de datos utilizada
para fungi fue UNITE Fungal ITS, basada en un conjunto de archivos FASTA de:
https://doi.org/10.15156/B10/587475. UNITE general FASTA release. Version

01.12.2017. UNITE Community.
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2.4.2.1.  Limitaciones de la prueba

La calidad de los resultados dependi6 de factores como: cantidad de material
genético, calidad del material genético, condiciones de almacenamiento y
transporte, método de extraccion, tipo de muestra, presencia de contaminantes,
entre otros. Los analisis bioinformaticos se apoyan en diversas bases de datos tanto
publicas como privadas que se alimentan dia a dia, por lo que los resultados
entregados se basan en la informacion disponible en estas fuentes a la fecha de

entrega del presente reporte.

2.5.  Analisis de datos

Para el analisis estadistico se uso el Software RStudio. Inicialmente, se realizé un
analisis descriptivo de las variables analizadas incluyendo diametro de la colonia,
diametro del halo de hidrdlisis, y radio de hidrolisis, calculando para cada una la

media, desviacion estandar y valores maximos y minimos.

Se verificé el cumplimiento de los supuestos estadisticos mediante la prueba de
Shapiro- Wilk considerando un nivel de significancia a = 0,05. Como los datos
recopilados en los aislamientos en agar almidon no son normales, la comparacion
del RH entre ambos medios de cultivo se realizé utilizando la prueba no paramétrica

de Mann- Whitney.
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Por altimo, para relacionar el diametro de las colonias con el halo de hidrolisis se
aplicd el coeficiente de correlacion de Spearman, calculandolo de forma
independiente para los aislamientos obtenidos en agar almidon y agar
carboximetilcelulosa. La fuerza de asociacién entre las variables se interpret6 de

acuerdo al coeficiente de correlacion considerando un nivel de significancia de 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. Aislamientoy caracterizacion de colonias

A partir de las muestras de suelo recolectadas en el humedal de Punta Carnero se
contabilizaron un total de 72 colonias microbianas, de las cuales, 44 crecieron en

agar almidon (AA) y 28 en agar carboximetilcelulosa (CMC) (Tabla 3).

Tabla 3.

Numero de aislamientos en los medios selectivos

Medio de cultivo N° de colonias
Agar almidén (AA) 44
Agar CMC 28
Total 72

3.2.  Actividad amilolitica en agar almidén

El radio de hidrolisis en las colonias crecidas en agar almidon oscilaron entre 1y 4,
con una media de 2,42 £ 0,93 mm. El didmetro total de las colonias presentd un
promedio de 4,65 + 1,66 mm y el diametro del halo evidenciado mediante la adicion
de Lugol fue de 4,42 £ 2,22 mm con un rango comprendido entre 1 y 9 mm (Tabla

4).
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Tabla 4.

Morfometria y actividad hidrolitica de los aislamientos cultivados en agar almidon.

Variable  Media+ DE (mm) Minimo (mm) Maximo (mm)

DT 4,65 + 1,66 2 8,6
DC 1,77 £ 0,62 1 3
DH 4,42 + 2,22 1 9
RH 2,42 +0,93 1 4

Nota. DT: diametro total; DC: diametro de la colonia; DH diametro del halo de
hidrélisis; RH: radio de hidrdlisis. Los datos corresponden al promedio + la

desviacion estandar (DE) de los 44 aislamientos en agar AA.

De los 44 aislamientos, 18 presentaron un radio de hidrdlisis > 3, donde destacaron
los aislamientos AA4-1 y AA4-2 con un RH de 4 al igual que AA3-2, AA4-5y

AAS5-1 con valores superiores a 3,5 (Tabla 5).

Tabla 5.

Aislamientos en agar AA con RH > 3.

Codigo DT (mm) DC(mm) DH(mm) AH (mm) RH

AAl-5 4 1 3 15 3,00
AAl-6 4 1 3 2,5 3,00
AA3-1 58 2,2 7,2 3,6 3,27
AAS-2 5,2 18 6,8 3,4 3,78
AA4-1 6 2 8 4 4,00
AA4-2 4,5 15 6 3 4,00
AA4-3 5 2 6 3 3,00
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AA4-4 3,8 15 4,6 2,3 3,07

AA4-5 7 2,5 9 4,5 3,60
AA4-6 4,8 18 6 3 3,33
AA4-7 5,5 2,2 6,6 3,3 3,00
AA4-8 7,5 3 9 4,5 3,00
AA5-1 4,2 15 54 2,7 3,60
AA5-2 54 2 6,8 3,4 3,40
AAS5-3 3,2 1.2 4 2 3,33
AA5-4 4,7 1,8 5,8 2,9 3,22
AA5-5 5,6 2,2 6,8 3,4 3,09
AA5-6 2,5 1 3 15 3,00

Nota. Los codigos de los aislamientos son los siguientes: AA corresponde a agar
almidon; el primer numero identifica la placa de origen y el segundo a la colonia
aislada dentro de dicha placa. Se presentan tnicamente los aislamientos con valores

de RH > 3, considerados con mayor potencial amilolitico.

3.3.  Actividad celulolitica en agar carboximetilcelulosa

Por el contrario, el radio de hidrdlisis en los aislamientos con actividad celulolitica
tras la adicion de rojo Congo oscil6 entre 1,90 y 6,00 con una media de 4,19 +0,78.
El diametro total de las colonias presenté un promedio de 7,25 mm mientras que, el

diametro promedio del halo de hidrolisis fue de 9,89 mm (Tabla 6).
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Tabla 6.

Morfometria y actividad hidrolitica de los aislamientos cultivados en agar CMC.

Variable  Media+ DE (mm) Minimo(mm) Maximo (mm)

DT 7,25 +5,49 2,4 32
DC 2,33+ 1,45 0,8 8
DH 9,80 +£8,18 3,2 48
RH 4,19+0,78 19 6

Nota. DT: didmetro total; DC: diametro de la colonia; DH diametro del halo de
hidrolisis; RH: radio de hidrolisis. Los datos corresponden al promedio + la

desviacion estandar (DE) de los 28 aislamientos en agar CMC.

El 51,85% de los aislamientos presentd un RH en el rango de 4,00-4,49, mientras
que unicamente un aislamiento (3,7 %) presenté un RH superior a 5,50. Cabe
destacar que el valor maximo correspondio al aislamiento CMC3-1 (RH = 6,00)

(Tabla 7).
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Tabla 7.

Morfometria y actividad hidrolitica de los aislamientos cultivados en agar CMC.

Rangode Frecuencia Porcentaje Cadigo de colonias
RH

3,00- 3,49 4 14,81 CMC4-5, CMC4-6, CMC4-7,
CMC5-8.

3,50- 3,99 2 74 CMC2-3, CMC4-3

4,00- 4,49 14 51,85 CMC1-1, CMC2-2, CMC3-2,
CMC4-1, CMC4-2, CMC5-2,
CMC5-3, CMC5-4, CMC5-5,
CMC5-6, CMC5-7, CMC6-2,
CMC6-3, CMC6-4

4,50- 4,99 2 74 CMC4-4, CMC5-11

5,00- 5,49 4 14,81 CMC2-1, CMC5-1, CMC5-10,
CMC6-1

>5,50 1 3,7 CMC3-1

Nota. Los codigos de los aislamientos son los siguientes: CMC corresponde a agar

carboximetilcelulosa; el primer nimero identifica la placa de origen y el segundo a

la colonia aislada dentro de dicha placa. La frecuencia y el porcentaje corresponde

al nimero de aislamientos ubicados en cada rango de RH.

3.4.  Comparacion de la actividad hidrolitica entre los aislamientos

amiloliticos y celuloliticos.

La prueba de normalidad de Shapiro-Wilk indicé que los datos de AA no siguieron

una distribucién normal (W = 0,924; p = 0,007) al contrario de los valores de CMC

(W = 0,939; p = 0,105). Por tal razon, la comparacion entre grupos se realizo

53



mediante la prueba no paramétrica de Mann-Whitney donde los resultados
evidenciaron diferencias altamente significativas entre ambos medios de cultivo (W
= 715; p < 0,001), indicando que los aislamientos obtenidos en agar
carboximetilcelulosa presentaron una actividad hidrolitica significativamente

superior a los aislados en agar almidén (Figura 10).

Figura 10.

Comparacion del RH de los aislamientos obtenidos en agar AAy CMC.
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Nota. Las cajas representan el rango intercuartilico, la linea horizontal interna
corresponde a la mediana y los bigotes muestran la dispersion de los datos. Los
puntos representan observaciones individuales y valores atipicos. Se observaron
diferencias significativas en el RH entre ambos medios de cultivo (Mann-Whitney,
p <0,001).

3.4.1. Relacion entre el crecimiento colonial y la actividad hidrolitica.

El analisis de correlacion de Spearman entre el diametro de la colonia (DC) vy el

diametro del halo de hidrolisis (DH) en colonias amiloliticas mostro una correlacion
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positiva moderadamente fuerte y significativa (p = 0,639; p < 0,001), es decir, las
colonias de mayor tamafio tendieron a generar halos de hidrolisis mas amplios. Sin
embargo, los aislamientos obtenidos en agar carboximetilcelulosa (CMC)
presentaron una correlaciéon positiva aun mayor (p = 0,919; p < 0,001),
evidenciando la estrecha asociacion entre el crecimiento colonial y la capacidad de

degradacion de la celulosa (Figura 11).

Figura 11.

Relacion entre el crecimiento colonial y la actividad hidrolitica en agar AA'y

(A) Agar aimidén (B) Agar carboximetilcelulosa
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Nota. Cada punto representa un aislamiento individual, la linea continua
corresponde al ajuste lineal y la banda sombreada representa el intervalo de

confianza del 95%.
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3.5. Identificacion molecular de los aislados

Las dos muestras analizadas (A-A y A-CM) presentaron ADN de calidad adecuada
como muestra la tabla 8, obteniéndose tamafios de libreria de 600 pb, un porcentaje
de calidad Q30 de 81,54 % y un total de 20 425 y 23 989 lecturas para las muestras

A-A'y A-CM, respectivamente (Tabla 8).

Tabla 8.

Parametros de calidad de la secuenciacion NGS.

Muestra Libreria Secuenciacion

MUESTRA ID Conc. Integrida Conc. Tam Q30 Lecturas
e (ng/ul d (pb) (ng/ul  afio  >70%
) >1500 pb )

260610022- A-A 6.1 Detectad 208 600 20.425
001-16s 0

81.54
26061002- A-CM 7.4 Detectad 172 600 23.989
003-16S 0

Nota. ng/pl = nanogramos por microlitro; pb = pares de bases; Q30 = porcentaje de
bases con una puntuacion de calidad Phred > 30, equivalente a una precision de
lectura aproximada del 99,9 %. EIl criterio de aceptacién para la calidad de la

secuenciacion fue un valor de Q30 superior al 70 %.

3.5.1. Andlisis de secuenciasy deteccion de géneros fungicos

A pesar de que el planteamiento inicial de la investigacion contemplo el analisis de
microorganismos pertenecientes a los géneros Bacillus y Rhizopus, el analisis
taxondémico de las secuencias obtenidas mediante la amplificacion de la region ITS,

marcador molecular ampliamente utilizado para la identificacion de hongos, no

56



evidencio secuencias correspondientes al género Rhizopus. La ausencia de
secuencias correspondientes a Rhizopus no implica necesariamente que este género
esté ausente en el ecosistema de Punta Carnero, sino Unicamente que no fue
detectado en las muestras procesadas bajo las condiciones metodologicas
empleadas, ademas, factores como la eficiencia del aislamiento, la abundancia
relativa del microorganismo en el suelo, la competencia microbiana durante el
cultivo o la seleccion de las colonias destinadas al analisis molecular pueden influir

en su recuperacion e identificacion.

3.5.2. ldentificacion de cepas aisladas en agar almidon.

En la muestra A-A se clasificaron un total de 40 662 lecturas mostrando que la
comunidad bacteriana estaba formada por microorganismos pertenecientes al
superreino Bacteria, con un predominio del Filo Firmicutes, la clase Bacilli, el

orden Bacillales, familia Bacillaceae y el género Bacillus (Figura 12).
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Figura 12.

Clasificacion taxonémica de los microorganismos encontrados en la muestra A-A

l Bacillus subtilis (4.204)

Firmicutes I
phylum . Bacillus licheniformis (3.
Reads at this node: 12 (0.03%)
Reads at or below this node: 40.450
Bacillus cereus group (20.218)

La especie Bacillus cereus fue el taxdn predominante, representando el 71,43% de

las lecturas clasificadas (29 046 lecturas) sequido de B. subtilis (10,34%) y B.
licheniformis (8,91%). Un 5,96% de las lecturas también correspondieron al género
Bacillus, cuyas secuencias no pudieron asignarse a una especie especifica (2 422
lecturas). Ademas, otros taxones fueron detectados en proporciones
considerablemente menores, entre ellos Bacteria (0,12 %), Clostridiales (0,09 %),
Bacillales (0,09 %) y Bacilli (0,08 %), mientras que el resto de los microorganismos

presentd abundancias individuales inferiores al 0,06 % (Figura 13).
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Figura 13.

Abundancia relativa de los principales taxones identificados en la muestra A-A

L\

Readcount (% of classfied reads)

@B Bacillus cereus group 29046 (71.43%)
Bacillus subtilis 4204 (10.34%)
@ Bacillus licheniformis 3624 (8.91%)
Bacillus 2422 (5.96%)
@ Bacillus cereus 772 (1.90%)
! Bacillus subtilis group 796 (0.48%)
@8 Bacteria 50 (0.12%)
) Clostridiales 38 (0.09%)
@ Bacillales 36 (0.09%)
! Bacilli 34 (0.08%)
! (Remaining) 244 (0.60%)

3.5.3. Identificacion de cepas aisladas en agar CMC

Al igual que la muestra anterior, los microorganismos identificados en A- CM
pertenecen en su mayoria al superreino Bacteria, con un predominio del Filo

Firmicutes (Figura 14).
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Figura 14.

Clasificacion taxondmica de los microorganismos encontrados en la muestra A-

CM
Bacillus
P e 4028 (MW
v 47550

A nivel de especie, el grupo Bacillus cereus fue el taxon predominante,
representando el 76,57 % de las lecturas clasificadas, seguido por Bacillus
licheniformis (5,48 %), Bacillus subtilis (4,95 %) y Bacillus cereus (2,17 %). Entre
los taxones de menor abundancia se identificaron Bacillaceae (0,18 %),
Pseudomonas stutzeri (0,08 %), Bacillales (0,06 %) y Staphylococcus (0,04 %). El

resto de los microorganismos present6 abundancias individuales inferiores al 0,04

% tal como se muestra en la figura 15.
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Figura 15.

Abundancia relativa de los principales taxones identificados en la muestra A-CM

o\

En términos generales, ambas muestras presentaron una composicion taxonémica

Read 1t (% of classhied reads)

@8 Bacillus cereus group 36686 (76.57%

Bacillus 4026 (8.40%)

@8 Bacillus licheniformis 2624 (5.48%)

Bacillus subtis 2372 (4

0507 )
(% 95%)

@ Bacillus cereus 1040 (2.17%)
Bacillus subtilis group 802 (1.67%)

@ Bacillaceae 84 (0.18%)
Bacteria 58 (0.12%)

@ Pseudomonas stutzeri 38 (0.08%)
Bacillales 30 (0.06%)

@ Staphylococcus 20 (0.04%)

B Bacili 18 (0.04%)

B8 Staphylococcus epidermidis 16 (0.03%)

Weissella cibaria 16 (0.03
@ Pseudomonas 14 (0.03%)

! (Remaining) 70 (0.15%)

similar, caracterizada por el predominio de bacterias pertenecientes al género

Bacillus y, particularmente, por la alta representacién del grupo Bacillus cereus. No

obstante, se observaron diferencias en la distribucion relativa de las especies

identificadas y en la presencia de taxones minoritarios, la muestra A-A mostré una

mayor representacion de Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis, la muestra A-
CM presenté una mayor dominancia del grupo Bacillus cereus y una mayor

diversidad de microorganismos de baja abundancia, incluyendo representantes de

los géneros Pseudomonas y Staphylococcus.
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4. DISCUSION

El genero Bacillus tiene caracteristicas fisiolégicas que favorecen su exito
reproductivo en humedales puesto que, son formadores de esporas, aerobios
facultativos, tolerantes a salinidad y capaces de soportar condiciones adversas
(Quintero Hernandez, 2019), esto explica que el 63% de las cepas cultivadas

mostraran actividad enzimatica y estuviera ligada a este genero bacteriano.

Los microorganismos que se aislaron de los suelos del humedal de Punta Carnero
presentaron capacidad amilolitica similar al reportado por Klinfoong et al., (2022)
quienes aislaron cepas de Bacillus paralicheniformis con actividad amilolitica muy
alta (2,39 £ 0,133), valores parecidos en la presente investigacion (2,42 + 0,93). De
igual manera, Castro et al. (2014) encontraron que cepas aisladas de manglares
brasilefios se caracterizaban por obtener las tasas més altas de actividad para

amilasa y endonucleasa.

Como se mencionaba con anterioridad, la principal fuente de materia orgénica en
el manglar proviene de laacumulacién de hojarasca, raices, ramas y restos vegetales
ricos en lignocelulosa (Alongi, 2002). Esta caracteristica obliga a los
microorganismos nativos a favorecer el desarrollo de sistemas enziméticos capaces
de degradar compuestos estructurales vegetales complejos, de hecho, Holguin et al.,
(2007) recalcaron que la celulosa es una de las enzimas méas importantes en este

proceso. En consecuencia, es esperable que los aislamientos provenientes de este
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ecosistema exiban una actividad celulolitica superior a la amilolitica, reflejado en
los resultados comparativos entre el RH promedio en ambos grupos (W = 71,5; p

< 0,001).

La mayor actividad observada en agar CMC también puede estar relacionada con
las caracteristicas bioquimicas de las enzimas involucradas, las celulasas
constituyen complejos multienzimaticos formados por endoglucanasas,
exoglucanasas y P-glucosidasas que actian de manera sinérgica sobre la
carboximetilcelulosa, generando extensas zonas de aclaramiento en el medio de

cultivo (Lynd, Weimer, van Zyl, & Pretorius, 2002).

En contraste, las a-amilasas hidrolizan enlaces a-1,4 glucosidicos del almidén, un
sustrato mas féacilmente degradable y menos representativo de los recursos
predominantes en los sedimentos del manglar. Por esta razon, aunque se
recuperaron mas colonias en agar almidon (48) que en CMC (23), los
microorganismos seleccionados en CMC mostraron una eficiencia hidrolitica

considerablemente superior.

Desde el punto de vista metodologico, las diferencias encontradas entre AAy CMC
también pueden estar influenciadas por la difusion diferencial de las enzimas en el
agar. Segun Teather & Wood (1982), la técnica de deteccion mediante rojo Congo

es altamente sensible para evidenciar actividad celulolitica, permitiendo visualizar
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claramente zonas de hidrolisis alrededor de las colonias lo que a su vez puede
favorecer la deteccion de halos relativamente amplios incluso cuando las colonias
presentan tamafios reducidos. Por el contrario, la deteccion de amilasas mediante
Lugol depende de la desaparicion del complejo yodo-almidon, lo que puede generar

halos menos definidos y, por tanto, indices hidroliticos relativamente menores.

Otro aspecto relevante es que la distribucién de los datos amiloliticos no presentd
normalidad (p = 0,007), mientras que los datos celuloliticos si mostraron una
distribucion mas homogenea (p = 0,105) sugiriendo que la capacidad para degradar
almidon estuvo concentrada en un grupo reducido de cepas altamente eficientes,
mientras que la capacidad celulolitica fue una caracteristica mas ampliamente

distribuida entre los microorganismos aislados.

Anivel de especie, el complejo Bacillus cereus fue el grupo predominante en ambas
muestras, representando el 71,43% de las lecturas clasificadas en el aislamiento
obtenido en agar almidon y el 76,57 % en el aislamiento procedente de agar
carboximetilcelulosa. Este resultado concuerda con Pandey et al. (2013) quienes
recuperaron B. cereus a partir de sedimentos del manglar de Bhitarkanika (India),

identificAndolo como uno de los aislados con mayor capacidad celulolitica.

De la misma manera, una revision sobre microorganismos marinos derivados del

género Bacillus recopilé 525 cepas descritas entre 2020 y 2025, identificando al
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grupo Bacillus cereus como el grupo mas frecuente, con 197 aislamientos (38,4 %),
seguido por B. subtilis con 97 aislamientos (18,5 %) y B. licheniformis con 27
aislamientos (Bambridge et al., 2026). Estos datos demuestran que las especies
encontradas en el presente estudio corresponden precisamente a las bacterias mas
comunmente recuperadas en ambientes marinos y costeros, destacando ademas por
su capacidad para producir carbohidrasas, proteasas, lipasas y otros metabolitos de

interés biotecnoldgico.

El complejo B. cereus posee una notable plasticidad metabdlica que le permite
adaptarse a variaciones de salinidad, humedad y disponibilidad de nutrientes,
condiciones propias de los ecosistemas costeros. Producen enzimas como lacasas,
lipasas, proteasas y diversas oxidasas, contribuyendo a la degradacion de
contaminantes como plasticos, productos petroliferos, metales pesados e

insecticidas. (Azizoglu et al., 2024).

Es importante destacar que la identificacion mediante el gen 16S rRNA permite
asignar las secuencias al complejo Bacillus cereus, pero no diferenciar con
precision todas las especies que lo integran debido a la elevada similitud genética
existente entre B. cereus, B. thuringiensis, B. anthracis y otras especies
estrechamente relacionadas. Esta limitacion ha sido ampliamente documentada y

explica por qué las bases de datos taxondmicas clasifican numerosas secuencias
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dentro del denominado "Bacillus cereus group™ en lugar de asignarlas a una Unica

especie.

La mayor representacion de B. subtilis en el medio con almidon puede atribuirse a
su reconocida capacidad para producir a-amilasas extracelulares, enzimas
responsables de la hidrolisis de enlaces a-1,4 glucosidicos del almidén. Ademas, B.
subtilis posee una notable capacidad para secretar otras hidrolasas, como celulasas,
xilanasas y proteasas, lo que le permite colonizar ambientes ricos en residuos
vegetales y participar activamente en la mineralizacion de la materia organica

(Adenike et al., 2024).

Aunque la abundancia de B. licheniformis fue inferior a la del grupo Bacillus cereus,
esta especie es reconocida como uno de los microorganismos con mayor relevancia
industrial debido a su capacidad para producir a-amilasas, celulasas, proteasas y
otras enzimas termoestables ampliamente utilizadas en las industrias alimentaria,

textil, papelera y de detergentes (Hehe et al., 2023).

La secuenciacion también permitié detectar otros taxones bacterianos presentes en
bajas abundancias relativas, entre ellos representantes de los filos Proteobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes y, en menor proporcion, algunos microorganismos
pertenecientes al filo Firmicutes diferentes al género Bacillus. Por ejemplo, en la

muestra A-CM se identificaron especies como Pseudomonas fluorescens,

66



Acinetobacter baumannii, Enterobacter cancerogenus, Faecalibacterium
prausnitzii y Klebsiella pneumoniae, mientras que en A-A se detectaron
principalmente Pseudomonas stutzeri, Staphylococcus epidermidis y Weissella
cibaria. Sin embargo, todas estas especies representaron porcentajes inferiores al
0,2 % de las lecturas clasificadas, por lo que su contribucion dentro de la comunidad
microbiana cultivable fue considerablemente menor que la observada para las

especies del género Bacillus.

Luego de lo analizado, se rechaza la hip6tesis nula y acepta la hipétesis alternativa
de la investigacion, ya que los aislados locales provenientes de los suelos del
humedal de Punta Carnero presentaron actividad amilolitica y celulolitica,
confirmando su potencial biotecnoldgico como productores de enzimas de interés

industrial.
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5. CONCLUSIONES

Se logro con éxito el aislamiento de microorganismos con capacidad de crecer en
medios selectivos con almidon y carboximetilcelulosa, lo que confirma que los
suelos del humedal del manglar Punta Carnero son hogar de una comunidad
microbiana con gran potencial para la degradacion de polisacaridos. Este estudio se
convirtio en el primer registro local sobre aislamiento y caracterizacion de cepas

convirtiéndose en el primer registro local en este ecosistema.

El andlisis de la actividad enzimatica reflejo que existen aislamientos con diferentes
capacidades hidroliticas donde el potencial para la degradacion de celulosa fue
mayor que el del almidon. Este comportamiento reafirma la adaptacion de los
microorganismos a lugares caracterizados por la abundancia de residuos vegetales

ricos en compuestos lignocelulosicos.

La identificacién molecular mediante la amplificacion y secuenciacion del gen 16S
rRNA permitié determinar que las cepas con mayor actividad hidrolitica
correspondieron principalmente al género Bacillus, destacandose el predominio del
grupo Bacillus cereus, seguido de Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis. En
contraste, no se identificaron cepas pertenecientes al género Rhizopus entre los
aislados analizados, por lo que el objetivo de identificar microorganismos de este
género no pudo cumplirse bajo las condiciones de muestreo, aislamiento y

metodologia empleadas.
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6. RECOMENDACIONES

La prospeccion microbiologica hacia diferentes sectores del manglar Punta Carnero
y otras epocas del afio para asi analizar la influencia de la variabilidad espacial y
estacional sobre la diversidad de microorganismos con actividad amilolitica y
celulolitica permitira obtener un mayor numero de aislamientos con potencial

biotecnologico.

Es imperativo realizar estudios posteriores orientados a la caracterizacion
bioquimica y optimizacion de la produccion enzimatica de las cepas con mayor
actividad hidrolitica, incluyendo la determinacion de la actividad especifica,

estabilidad frente a diferentes condiciones de pH y temperatura.

La tecnologia NGS tiene la dificultad de detectar de manera éptima regiones
altamente repetitivas como variaciones en numero de copias, deleciones o
inserciones (>5pb), repeticiones cortas en tandem (STR) y otras variantes
complejas. Por lo que se requiere pruebas adicionales para la deteccion de estas
regiones. Por ello, futuros estudios podrian incorporar medios de cultivo mas
selectivos para hongos y ampliar el numero de aislamientos sometidos a
identificacion molecular con el fin de caracterizar de manera mas completa la

diversidad fangica presente en este ecosistema.
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ANEXOS

Anexo 1. Caracteristicas individuales de las colonias crecidas en agar AA

N° DT (mm) DC(mm) DH(mm) AH (mm) RH
1 8 3 5 2,5 1,67
2 7 2 5 2,5 2,50
3 6 2 4 2 2,00
4 5 2 3 15 1,50
5 4 1 3 15 3,00
6 4 1 3 2,5 3,00
7 4 1 2 1 2,00
8 3 1 2 1 2,00
9 3 1 2 1 2,00

10 2 1 1 0,5 1,00

11 2 1 1 0,5 1,00

12 2 1 1 0,5 1,00

13 2 1 1 0,5 1,00

14 2 1 1 0,5 1,00

15 4 2 2 1 1,00

16 5 2 3 15 1,50

17 6 3 3 15 1,00

18 7 3 4 2 1,33

19 5 2 3 15 1,50

20 58 2,2 7,2 3,6 3,27

21 52 1,8 6,8 3,4 3,78

22 6 2 8 4 4,00

23 4,5 1,5 6 3 4,00

24 5 2 6 3 3,00

25 3,8 1,5 4,6 2,3 3,07

26 7 2,5 9 4,5 3,60

27 4,8 1,8 6 3 3,33

28 55 2,2 6,6 33 3,00

29 7,5 3 9 4,5 3,00

30 4,3 1,8 5 2,5 2,78

31 4,6 2 52 2,6 2,60

32 57 2,5 6,4 3,2 2,56

33 4,2 2 4,4 2,2 2,20

34 4,2 1,5 54 2,7 3,60

35 54 2 6,8 3,4 3,40

36

w
N
=
N
1SN

2 3,33



37 4,7 18 5,8 2,9 3,22

38 5,6 2,2 6,8 3,4 3,09
39 2,5 1 3 15 3,00
40 6,2 2,5 7,4 3,7 2,96
41 3,6 15 4,2 2,1 2,80
42 8,6 2 5,2 2,6 2,60
43 4,1 18 4,6 2,3 2,56
44 1,66 0,62 2,22 1,10 0,93

Anexo 2. Caracteristicas individuales de las colonias crecidas en agar CMC

N° DT (mm) DC (mm) DH (mm) AH (mm) RH

CMC1-1 9 3 12 6 4

CMC2-1 7 2 10 5 5,00
CMC2-2 9,5 3 13 6,5 4,33
CMC2-3 11 4 14 7 3,50
CMC3-1 32 8 48 24 6

CMC3-2 12 4 16 8 4

CMC4-1 4,8 15 6,6 3,3 4,40
CMC4-2 6,2 2 8,4 4,2 4,20
CMC4-3 8,7 3 11,4 5,7 3,80
CMC4-4 3,4 1.2 5,4 2,7 4,50
CMC4-5 6,8 2,5 8,6 4,3 3,44
CMC4-6 4,7 1,8 5,8 29 3,22
CMC4-7 10 4 12 6 3,00
CMC5-1 3,5 1 5 2,5 5,00
CMC5-2 8,2 2,8 11,4 5,7 4,07
CMC5-3 6,4 2 8,8 4,4 4,40
CMC5-4 5,7 18 7,8 3,9 4,33
CMC5-5 4,7 15 6,4 3,2 4,27
CMC5-6 3,7 1.2 5 2,5 4,17
CMC5-7 91 3 12,2 6,1 4,07
CMC5-8 6,6 2,2 8,8 4,4 4,00
CMC5-9 2,9 2 3,8 1,9 1,90
CMC5-10 4,2 1 5,4 2,7 5,40
CMC5-11 54 15 6,8 3,4 4,53
CMCe6-1 7,2 2 10,4 5,2 52
CMC6-2 4,8 15 6,6 3,3 4,4
CMC6-3 31 1 4,2 2,1 4,2

CMCo6-4 2,4 0,8 3,2 1,6 4




Anexo 3. Comparacion entre grupos mediante la prueba no paramétrica de
Mann-Whitney en Rstudio

R - K450 -
Signif. codes|
0 ‘wen’ 0,001 ‘*** 0.01 *+*'0,08 ‘. 0.2 V" 4

AViso!
I levenatest. defaultly = y, group = group, ...) ! group coerced to factor,

»
¥ COMVARACTON ENTRE AA ¥ CMC

# Prueha T de student
T Testi{mN ~ AGAR, data = datos)

YYVYYvywy

welch Two Sample t-test

data: WM by AGAR
T o= <B. 4659, aF = 64,531, p-value =
4.5880-12
alternative hypothesis: true difference In neans between group AA and group Cwc |18 not equal to O
05 percent confidence Interval:
2,130474 -1.322630
sanple estinares:
maan 1n group AA mean 1n group oM
2.439102 4.1903157

» # Prueba no paranétrica Monn-whitney
> wiTCoN test(an « AGAR, (At « tatos)

wilcoxon rank sum test with continuity
correction

data: MW by AGAR
Wow TS, p-value = &4, 242010
alternative hypothesis: true location shift 15 not equal to ©

Anexo 4. Correlacion de Spearman entre el diametro de la colonia (DC) y el
diametro del halo de hidrdlisis (DH).
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momeziie

Avism
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Canbut conpute sxact pevalus with ties

..
. F GRAYECOY

-




Anexo 5. Recoleccion y rotulacion de muestras

Anexo 6. Transporte de muestras para analisis genémico.
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Anexo 7. Preparacion de agar AAy CMC.
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Anexo 9. Colonias crecidas en placas de agar CMC.
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Anexo 10. Reporte de secuenciacion NGS N:26061002.

%

AN
Orden; 26061002 g /

Fecha: 10/07/2026

BioSequence

REPORTE DE SECUENCIACION NGS N: 26061002

1. INFORMACION DE CLIENTE:

Cliente: NAYEL RODRIGUEZ Ciudad:  SANTA ELENA
Institucion: UPSE Muestras: 04
Teléfono:  +593958655906 Recepcion: 10/06/2026

Comeo: arianarodriguez2204@gmal.com

2. ANALISIS REALIZADO:

El analisis ¢e |o secuenciacion genetica incluye: Ampificacion el gen 165 del ARN ribosomal regiones V3-v4; 341F:
CCTACGGGNGGCWGCAG 0 B0SR: GACTACHVGGGTATCTAATCC. Ampificocion del gen 152 regiones [T386F:
GTIGAATCATCGAATCTTIGAA a IT84; TCCTCCGCTTATIGATATGE

3. RESULTADOS:
MUESTRA LIBRERIA SECUENCIACION
MUESTRA 1D NOMBRE conc. lnfegridod (pb) conc. e Q30 Lo
(ng/t) >1500pb | (ng/t) >70%
246061002-C01-14% A-A 6.1 DETECTADO 208 400 gi.54 20425
26061002-003-165 ACLY 74 DETECTACO 172 400 J 25 98¢
4. INTERPRETACION:
Realizado por; Validado por;
A
4Ll -~ Wy
Luig Urresta Paola Astudiiio
Ingeniero en Biotecnologia gioquimica Farmacéutica
BIOSEQUENCE $.A.8 BIOSEQUENCE $.A.8
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Anexo 11. One Codex Data 26061002-001-16S.

% of
Organism Name  Rank 'I;gx Classified %of All #of  #of Reads (w/
Reads Reads Reads Children)
Bacillus cereus species 8666
group group 1 71,43 71,1 29046 29818
Bacillus subtilis species 1423 10,34 10,29 4204 4204
Bacillus
licheniformis species 1402 8,91 8,87 3624 3624
Bacillus genus 1386 5,96 593 2422 40264
Bacillus cereus species 1396 19 1,89 772 772
Bacillus subtilis species 6536
group group 85 0,48 0,48 196 8024
superki
Bacteria ngdom 2 0,12 0,12 50 40662
1868
Clostridiales order 02 0,09 0,09 38 58
Bacillales order 1385 0,09 0,09 36 40342
9106
Bacilli class 1 0,08 0,08 34 40380
1868
Bacillaceae family 17 0,06 0,06 26 40290
Pseudomonas
fluorescens species 294 0,05 0,05 20 20
Proteobacteria phylum 1224 0,04 0,04 18 112
5508
Brevibacillus genus 0 0,04 0,04 16 16
Bacteroides genus 816 0,03 0,03 14 14
Acinetobacter genus 469 0,03 0,03 12 26
Firmicutes phylum 1239 0,03 0,03 12 40450
Pseudomonas genus 286 0,02 0,02 8 34
Acinetobacter
baumannii species 470 0,02 0,02 8 8
Enterobacteriacea
e family 543 0,02 0,02 8 20
Bifidobacterium genus 1678 0,02 0,02 8 8
Enterobacter 6921
cancerogenus species 8 0,02 0,02 8 8
8500
Micrococcales order 6 0,02 0,02 8 8
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Actinobacteria
Terrabacteria
group
Pseudomonas
fragi
Faecalibacterium
prausnitzii
Alphaproteobacter
ia

Ruminococcaceae
Acinetobacter
calcoaceticus/bau
mannii complex
Klebsiella
pneumoniae
Clostridium
Clostridioides
difficile
Enterococcus
casseliflavus

Stenotrophomonas
Gliocladium
cibotii

Brucellaceae
Synechococcus sp.
KORDI-78

Rhizobiales
Moraxellaceae
Enterobacter
Klebsiella
Bacteroidaceae
Bacteroidetes
Cyanobacteria
Synechococcus
Gammaproteobact
eria
Enterococcus
Actinobacteria

Eukaryota

Fungi
Ascomycota
Hypocreales

phylum
no rank
species
species
class

family

species
group

species
genus

species
species
genus

species
family

species
order
family
genus
genus
family
phylum
phylum
genus

class
genus
class
superki
ngdom
kingdo
m
phylum
order

2011
74

1783
272

296

853
2821

5410
00

9097
68

573
1485

1496
3773

4032

6630

1188
82
5854
37
356
468
547
570
815
976
1117
1129

1236
1350
1760

2759

4751
4890
5125

0,02
0,02
0,01
0,01
0,01

0,01

0,01

0,01
0,01

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01

0,01

O O O O o o o o

o

0,02
0,02
0,01
0,01
0,01

0,01

0,01

0,01
0,01

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01

0,01

O O O O O o o o

o

O O OO O o oo >~ BN

o O o

o

24

40486

10

12

14
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Bifidobacteriaceae
Clostridiaceae
Xanthomonadacea
e

Opisthokonta
Gliocladium
Bacteroidetes/Chl
orobi group
Pseudomonadales
Enterococcaceae
Bifidobacteriales
Enterobacterales
Xanthomonadales
Pseudomonadacea
e

Pseudomonas
chlororaphis

group
Pseudomonas
fluorescens group
Pezizomycotina
Sordariomycetes
Hypocreales
incertae sedis
Bacteroidales
Clostridia
Peptostreptococca
ceae
Paenibacillaceae
Lactobacillales

Bacteroidia

Faecalibacterium

family
family
family
no rank
genus
no rank
order
family
order
order
order
family
species

group
species

group
subphyl
um
class
no rank
order
class
family
family
order

class

genus

3195

3197

3203

3315

6288

6833

7227

8185

8500

9134

1356
14
1356
21

1368
42
1368
43
1475
38
1475
50
1624
54
1715
49
1868
01
1868
04
1868
22
1868
26
2006
43
2168
51

14

60

20

34

20

14

58

16

14
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Hypocreomycetida 2225
e subclass 43 0 0 0 4
Enterobacter species 3542
cloacae complex  group 76 0 0 0 8
subking 4518
Dikarya dom 64 0 0 0 4
7159
sordariomyceta no rank 89 0 0 0 4
7165
saccharomyceta no rank 45 0 0 0 4
7165
leotiomyceta no rank 46 0 0 0 4
1783
FCB group norank 270 0 0 0 14
Cyanobacteria/Me
lainabacteria 1798
group norank 711 0 0 0 4
1870
Clostridioides genus 884 0 0 0 4
1890
Synechococcales  order 424 0 0 0 4
1890
Synechococcaceae family 426 0 0 0 4
Anexo 12. One Codex Data 26061002-003-16S.
. B0t weofAll #Of 4 of Reads i
Organism Name Rank ID Classified Reads Read Children()
Reads S
Bacillus cereus species 8666
group group 1 76,57 76,46 36686 37726
Bacillus genus 1386 8,4 8,39 4026 47550
Bacillus
licheniformis species 1402 5,48 547 2624 2624
Bacillus subtilis species 1423 4,95 4,94 2372 2372
Bacillus cereus species 1396 2,17 2,17 1040 1040
Bacillus subtilis species 6536
group group 85 1,67 1,67 802 5798
1868
Bacillaceae family 17 0,18 0,18 84 47646
superking
Bacteria dom 2 0,12 0,12 58 47914
Pseudomonas
stutzeri species 316 0,08 0,08 38 38
Bacillales order 1385 0,06 0,06 30 47720
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Staphylococcus

Bacilli
Staphylococcus
epidermidis

Weissella cibaria

Pseudomonas
Gammaproteobact
eria
Paucisalibacillus
globulus
Pseudomonas
aeruginosa
Enterococcus
Hydrogenophaga
laconesensis
Pseudomonas
mendocina
Alphaproteobacter
ia

Anoxybacillus
flavithermus
Aneurinibacillus
migulanus
Planococcus
rifietoensis
Ruminococcus
champanellensis

Luna-1 subcluster
Pseudomonas
aeruginosa group

Proteobacteria
Firmicutes
Ruminococcus
Planococcus
Actinobacteria

Betaproteobacteri
a

Weissella
Hydrogenophaga

Aneurinibacillus

Pseudomonadales

genus
class
species

species
genus

class
species

species
genus

species
species
class

species
species
species
species
no rank
species
group

phylum
phylum
genus

genus
class

class

genus
genus
genus

order

1279
9106

1282
1375
91

286

1236
3510
95

287

1350
1805
971

300
2821

3393

4750

2009
91
1161
942
1655
489
1368
41

1224
1239
1263
1372

1760
2821

4625

4742

5507

7227

0,04
0,04
0,03

0,03
0,03

0,03
0,02

0,01
0,01

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01

0,01

O O O o oo

0,04
0,04
0,03

0,03
0,03

0,03
0,02

0,01
0,01

0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01
0,01

0,01

O O O o oo

20

18

16

16
14

14

36

47760

16

16
64

78

12
88
47764

64
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Burkholderiales
Comamonadaceae
Leuconostocaceae
Enterococcaceae
Micrococcales
Microbacteriacea

e
Aneurinibacillus

group
Staphylococcacea
e
Pseudomonadacea
e

Pseudomonas
stutzeri group
Anoxybacillus
Clostridia
Clostridiales
Planococcaceae
Paenibacillaceae
Lactobacillales
Actinobacteria
Paucisalibacillus
Ruminococcaceae
Pseudomonas

stutzeri subgroup

Luna cluster
Terrabacteria

group

order
family
family
family
order
family
no rank
family
fami_ly
species
group
genus
class
order
family
family
order
phylum
genus
fami]y
species
subgroup

no rank

no rank

8084
0
8086
4
8185
0
8185
2
8500
6
8502
3
8515
1
9096
4
1356
21
1368
46
1502
47
1868
01
1868
02
1868
18
1868
22
1868
26
2011
74
3510
94
5410
00
5788
33
1655
488
1783
272

36

64

38

38

47768
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Salinas, 5 de agosto del 2026

Sefior

Alcalde del GAD Municipal de Salinas
ING. DENNIS CORDOBA SECAIRA
Presente. -

Asunto: Solicitud de permiso para ingreso de los remanentes de Punta Carnero, para
toma de muestras con fines académicos.

De mi consideracion:

Yo, RODRIGUEZ QUIMIS NAYELI ARIANA, con C.I. 2450691858, estudiante de
la carrera de BIOLOGIA en la Facultad de Ciencias del Mar de la Universidad Estatal
Peninsula de Santa Elena (UPSE), me dirijo a usted de manera respetuosa para solicitar
la autorizacién de ingreso a los remanentes ubicado en la via Punta Carnero ,
jurisdiccién del cantén Salinas.

El motivo de mi solicitud es solicitar el permiso del ingreso al afluente para realizar la
recoleccién de muestras de suelo en dicho remanente, como parte del desarrollo de mi
trabajo de titulacidn, titulado: "AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS Bacillus Y
Rhizopus CON ACTIVIDAD AMILOLITICA Y CELULOLITICA EN SUELOS DE
HUMEDALES DE PUNTA CARNERO-SANTA ELENA”, cuyo objetivo es evaluar las
condiciones ambientales del ecosistema en mencién.

Las actividades de muestreo se realizaran de manera puntual, respetando todas las
normativas ambientales y de bioseguridad vigentes. Agradezco de antemano su atencién
y quedo atento a una respuesta favorable que permita continuar con este importante
trabajo académico que contribuird al conocimiento y gestion de nuestros recursos
naturales locales.

Sin otro particular, me despido agradeciendo su atencién,

Atentamente,

é e !1/0)1—@ 2

_ V
Rodriguez Quimis Nayeli Ariana Blga. Angela Reyes Léinez, MGT.

Estudiante de UPSE Docente Tutor (UPSE)
Teléfono: 0968893073 <t G ADMUNICIPAL DE SALINAS
Correo: nayeli.rodriguezquimis@upse.edu.ec ?' i SECRE LSS :EG;N!E)R 3
e
Adjunto: seces OF JUN (oo HO%
+ Copia de cédula de ciudadania : A
e Certificado de matricula (estudiante activo) REEBDOIORL . oo Cofnnoprence S
¢ Ubicacién y punto de la muestra del afluente en via Punta Carnero
o Resumen del proyecto de tesis
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GAD Municipal de

Salinas

Salinas 15 de junio de 2026.

Sefiorita

Nayeli Ariana Rodriguez Quimis.
ESTUDIANTE DE LA UPSE.
De mi consideracion:

En referencia a oficio ingresado con fecha 5 de junio del presente afio, con ruta
2026-vario-06364, en el mismo solicita permiso para ingreso a los remanentes
de Punta Carnero para monitoreo en el sistema biético, con fines académicos,
para el desarrollo de trabajo de ftitulacion AISLAMIENTO DE
MICROORGANISMO Bacillus y Rhizopus CON ACTIVIDAD AMILOLITICA Y
CELULOLITICA EN SUELOS DE HUMEDALES PUNTA CARNERO-SANTA
ELENA se informa lo siguiente.

De acuerdo a la normativa del Plan de Uso de Suelo (PUGS), del cantén Salinas
dentro de las zonas de proteccion y conservacion se determina las actividades
que se pueden realizar y la compatibilidad de las mismas, por lo que una de las
actividades permitidas es monitoreo de las areas para estudio cientifico de la
Academia.

En base a los antecedentes y de la normativa municipal, la Direccién de Gestion
Ambiental CERTIFICA el uso de espacio para unicamente monitoreo y analisis
en el trabajo de titulacion de la estudiante de la UPSE de la Facultad de Ciencias
del Mar, carrera Biologia, Nayeli Ariana Rodriguez Quimis, con el
condicionamiento de no extraccion del sistema bidtico.

Una vez realizado y finalizado su trabajo debera compartir el mismo con el Gad
Municipal, para retroalimentacién de nuestro Plan de Desarrollo y Ordenamiento
Territorial.

Atentamente

Ing. Ana Layana Varas. MS.
DIRECTORA DE GESTION A
Cc. Archivo.
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