CARACTERIZACION Y SELECCION DE MICROORGANISMOS ASOCIADOS A
RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS_(FRUTO Y TORTA) DE LA HIGUERILLA
(Ricinus communis)”

DIANA CAROLINA MENESES CABEZAS
Bi6loga

UNIVERSIDAD CATOLICA DE MANIZALES
CENTRO DE INVESTIGACION, PROYECCION Y DESARROLLO
INSTITUTO DE INVESTIGACION EN MICROBIOLOGIA Y BIOTECNOLOGIA
AGROINDUSTRIAL
ESPECIALIZACION EN MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL
MANIZALES
2011



“CARACTERIZACION Y SEL’ECCIC')N DE MICROORGANISMOS ASOCIADOS
A RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS_(FRUTO Y TORTA) DE LA HIGUERILLA
(Ricinus communis)”

DIANA CAROLINA MENESES CABEZAS
Bi6loga

Proyecto de grado presentado como requisito para optar al titulo de
Especialista en Microbiologia Industrial

Lineas de Investigacion:
APROVECHAMIENTO BIOLOGICO DE RESIDUOS AGROINDUSTRIALES -
BIOINSUMOS — ESTUDIO, USOS Y CONSERVACION DE LA DIVERSIDAD
MICROBIANA

Directora:
M.Sc TERESA CABRA CENDALES

UNIVERSIDAD CATOLICA DE MANIZALES
CENTRO DE INVESTIGACION, PROYECCION Y DESARROLLO
INSTITUTO DE INVESTIGACION EN MICROBIOLOGIA Y BIOTECNOLOGIA
AGROINDUSTRIAL
ESPECIALIZACION EN MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL
MANIZALES
2011



NOTA DE ACEPTACION

Firma de Director del Trabajo de Grado

Firma del presidente del Comité de Programa

Firma de integrante del Comité de Programa

Manizales, 9 Diciembre de 2011



DEDICATORIA

A i Seion, Diss, quien me dio la fe. la fortalesa, la salud g la esperanza para
lenminan edte trabajo.

constante. Te amo.

menod malos. Me than enseqiade a encanarn las advensidades din perden wunca la
diguiddad ui desjallecer en ol intento. Wle han dads toda lo que soy como fiersona. mid
de amor ¢ siu pedin nanca nada a cambio. Los ame.

A wié sotina Maria oo, por cer lo mde grande que me la pacado hadta alora g
por distraenme y relajanme en momentos de estrés. Te amo mé cucthufleca lienmosa.

MNagda, Manco.



AGRADECIMIENTOS
Agradezco a todas las personas que colaboraron en la realizacion de esta
investigacion, ya que fueron fundamentales en el soporte tedrico practico de la
misma.

A la Doctora Teresa Cabra Cendales por su gran conocimiento y experiencia, que
permitié una gran orientacion en el desarrollo de todo el proceso investigativo.

A la Magistra Patricia Vélez por su gran conocimiento y experiencia, que permitio
una gran orientacion en el proceso investigativo.

A Claudia Payan Bastidas por sus ensefianzas, trasnochos, sabados, festivos, y
todo un afio de trabajo. Una gran amiga.

A la Magistra Gloria Inés Estrada por su colaboracién, apoyo y ensefianza en la
investigacion.

Al Microbidlogo Fernando Galeano por su colaboracién en biologia molecular.

A las niflas del CALER: Gladicita, Amparito, Dianita, Angelita, Martica y la Jefe
Paulita por ayudarme incondicionalmente.



TABLA DE CONTENIDO

INTRODUCCION. ...ttt e,

O | =5 1Y/ @ 1T
1.1. OBJIETIVO GENERAL .......covititiiteceee et
1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.......ocoiieeeeecee e

2. MARCO TEORICO .....coiiieeieeeeeeeee ettt
2.1. LA HIGUERILLA (RICINUS COMMUNIS) ....cciiiiiiiiieeeeeeiiie e eee et e e

2 T R 0 1 1] = N TSR
2.1.2 BOTANICA Y TAXONOMIA .....cooiiiiieeeee e
2.1.3  ECOLOGIA ..ottt
2.1.4 ASPECTOS AGRONOMICOS .....cooviiieeece e
2.1.5 COMPOSICION DE LA SEMILLA DE HIGUERILLA ........ccovevenee.
2.1.6 CARACTERISTICAS GENERALES DEL ACEITE DE RICINO .........
2.1.7 USOS DE LA HIGUERILLA.......covieie et
2.2. MATERIALES LIGNOCELULOSICOS.......ccocveeeeeeiectecteeeeeeeeeeee e,
2.2.1 CELULOSA Y BIOCONVERSION.......cocotiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e
2.2.2  HEMICELULOSA ......oooviieiieeeeeeeeeee ettt
2.2.3  LIGNINA ..ottt
2.3. MICROORGANISMOS DEGRADADORES DE LIGNOCELULOSA ........

3. METODOLOGIA.....cocceeeeeeee ettt
3.1. PASO 1: TOMA DE MUESTRA .....ooiiiieeee ettt
3.2. PASO 2: PREPARACION DE LA MUESTRA .....coooiiiiiieeeeeeeeeeeeeaen,

3.3. PASO3: PROCESO DE SIEMBRA Y RECUPERACION DE LOS
MICROORGANISMOS......coiii et

3.4. PASO 4: AISLAMIENTO DE LAS COLONIAS ...t
3.5. IDENTIFICACION DE HONGOS FILAMENTOSOS.......cccccevveieieneaneae,

3.6. PRUEBAS MOLECULARES E IDENTIFICACION DE BACTERIAS,
LEVADURAS Y HONGOS FILAMENTOSOS. ...



3.7. PRESERVACION DE LAS CEPAS......ccoooi ottt e, 29

4. RESULTADOS Y DISCUSION ......ooiiieceieeeeecte e 30
4.1. AISLAMIENTO BACTERIAS Y LEVADURAS. ... 30
4.1.1 PURIFICACION E IDENTIFICACION DE LAS COLONIAS................ 30

4.2. AISLAMIENTO HONGOS FILAMENTOSOS ... 44
4.2.1 PURIFICACION E IDENTIFICACION DE LAS COLONIAS................ 44
CONGCLUSIONES. .. .. e 52
RECOMENDACIONES. .. ... 53
BIBLIOG RAF A . e 54

ANEXO S . .. 57



LISTA DE TABLAS

Tabla 1: Composicién quimica de la semilla de higuerilla. .............ccccooeeeiiinni. 18
Tabla 2: Componentes aceite de FHCINO. ..........uciiieeiiiiiiii e 18
Tabla 3: Numero de colonias recuperadas de levaduras y bacterias presentes en

el fruto y la torta de higuerilla. ... 30
Tabla 4: Resultados de las colonias identificadas por secuenciacion ................... 31
Tabla 5: Bacillus sp (Identificacion molecular) .............oooevviiiiiiiiiiieie s 31
Tabla 6: Bacillus altitudinis (Identificacion molecular) ............cccooovviiiiieiiiiiiineee, 33
Tabla 7: Bacillus pumilus (Identificacion molecular) ...........ccccoovieiiviiiiie v, 34
Tabla 8: Bacillus subtilis (Identificacion molecular) ...........cccccoeveiviiiiiiie v, 36
Tabla 9: Staphylococcus sp (Identificacién molecular)...........cccooeeeiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn, 37
Tabla 10: Staphylococcus sciuri (Identificacion molecular) ............cccoevvvvvveviiinnnnn 38
Tabla 11: Halomona sp (Identificacion molecular) ...........ccccoeoeiiiiiiiiiie e, 39
Tabla 12: Rhodosporidum paludigenum (Identificacion molecular) ....................... 41
Tabla 13: Pichia burtonii (Identificacion molecular) ...........cccccociiiiiiiiini, 42
Tabla 14: Numero de colonias recuperadas de hongos filamentosos presentes en

el fruto y la torta de higuerilla. ... 44
Tabla 15: Penicillium brevicompactum (Identificacion molecular).............c............ 44
Tabla 16: Penicillium olsonii (Identificacion molecular) .............ccoovviiiiiievieiiieeeenn, 47
Tabla 17: Fusarium solani (Identificacion molecular) ............ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn, 48

Tabla 18: Fusarium equiseti (Identificacidn molecular) ..........ccccoeeeviieiiiiiiiiiiiiinnnnn, 50



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estructura molecular de la celulosa ............cccoiiiiiiiiiii e, 22
Figura 2. Estructura molecular de la celulosa y sitio de accidn de las enzimas
exoglucanasa, endoglucanasa y B-glucosidasa. ............ccccevviiiieiiiiiiiieeeeecee e, 22
Figura 3. Estructura molecular de la hemicelulosa y sitio de accion de las enzimas
endo-B-xilanasa, a-glucoronidasa, a-arabinofuranosidasa y B-xilosidasa. ............ 23
Figura 4. Estructura de lignina (Bommarius & Riebel, 2004) ............cccooveevvviieennnnn. 24
Figura 5. Preparacion muestras para inoculacion .............cccocoovvviiiiiieeeiiiie e 28
Figura 6. Bacillus sp (197_AG_B-RM) (Agar SQngre) ........cccoceveeeeuiieeeerernnnseeeenennns 32
Figura 7. Bacillus sp (201_AG_B-RM) (Agar Sangre) ........cccceeeeueeiieeeeeenenneeeennnnns 32
Figura 8. Bacillus sp (202_AG_B-RM) (Agar SAngre) .........cccceeeeeeeeeeeeiiiiviinneeeeenn 32
Figura 9. Bacillus altitudiniS (Agar SANQIre) ........cceuuuiiiiiieiiiiiieee e eeeiie e e eeeens 33
Figura 10. Bacillus altitudinis (imagen tomada al microscopio 100X) .................... 34
Figura 11. Bacillus pumilus (Agar SQNQre)........cccuuuieieeeieeiiieeeeeeiiee e e eeeaies e eeaennns 35
Figura 12. Bacillus pumilus (imagen tomada al microscopio 100X)............ccceeen.... 35
Figura 13. Bacillus subtilis (Agar Sangre) ... 36
Figura 14. Bacillus subtilis (imagen tomada al microscopio 100X) .............ccceeenne.. 36
Figura 15. Staphylococcus Sp (Agar SANGIE) .........uueeieeieeiiiiiieeeeeiiie e e eeeaiee e e eeeenens 37
Figura 16. Staphylococcus sp (imagen tomada al microscopio 100X) .................. 38
Figura 17. Staphylococcus SCiuri (Agar SANGIe) .........ueeeeiriiieeeeeeeeeeeeeiiiiiinaae e 38
Figura 18. Staphylococcus sciuri (imagen tomada al microscopio 100X).............. 39
Figura 19. Halomona sp (Agar SANQIe) .......uveeiuuiiiiiiieeeeieeeei e e e aaanns 40
Figura 20. Halomona sp (imagen tomada al microscopio 100X) ............ccccvvveeennnn. 40
Figura 21. Rhodosporidum paludigenum (imagen tomada al estereoscopio)........ 41
Figura 22. Rhodosporidum paludigenum (imagen tomada al microscopio) ........... 41
Figura 23. Pichia burtonii (imagen tomada al estereoscopio) ..........ccceuvvvveenieenennn. 43
Figura 24. Pichia burtonii (imagen tomada al microscopio) .........cccoeevevvveeviiineennnnn. 43
Figura 25. Penicillium brevicompactum (Agar PDA)..........cooiieiiiiiiiiieeeeeiee e 46
Figura 26. Penicillium brevicompactum (imagen tomada al microscopio) ............. 46
Figura 27. Penicillium olsonii (Agar PDA) .......cooiiiiiiiiii e a7
Figura 28. Penicillium olsonii (imagen tomada al miCroSCopIo) ..............vvveuieeennnn. 48
Figura 29. Fusarium solani (Agar PDA) .......ooie it 49
Figura 30. Fusarium solani (imagen tomada al miCroSCopIO) ........cccceevvvvvvieeerennnns 49
Figura 31.Fusarium equiseti (Agar PDA) ......cooooiiiiiii e eeanees 50
Figura 32. Fusarium equiseti (imagen tomada al miCroSCopPIO) ............evvvvvunieennnn. 51



LISTA DE ANEXOS

Anexo 1. Extraccion DE DNA €N LeVadUra......c.ooe oo

Anexo 2. Extraccion DNA Bacterias

Anexo 3. Protocolo Extraccion de Hongos de Wendland et al. (1996) ..................



RESUMEN

En el presente estudio se aislaron los microorganismos presentes en los residuos
lignocelulésicos  provenientes de la cosecha y procesamiento de la higuerilla,
(Ricinus communis) fruto y torta, las muestras se tomaron de un cultivo de
higuerilla de la Granja Montelindo de la Universidad de Caldas, en el
departamento de Caldas, Colombia.

La identificacion de bacterias, hongos filamentosos y levaduras se realiz6 por
analisis de secuenciacion de los productos de amplificacién obtenidos por PCR
con primers universales RM y RW para bacterias y primers ITS1 e ITS4 para
hongos filamentosos y levaduras. Para observar las caracteristicas microscopicas
de los hongos filamentosos se realizé la técnica de microcultivos y se utilizo la
clave taxonomica de hongos imperfectos de Barnett y Hunter.

Se obtuvieron 23 aislamientos de bacterias, 4 de los residuos de fruto y 19 de los
residuos de torta, 10 aislamientos de levaduras, 3 del fruto y 7 de la torta y 21
aislamientos de hongos filamentosos, 7 del fruto y 14 de la torta.

De los aislamientos bacterianos se identificaron 7 especies, 3 del fruto y 4 de la
torta, de las cuales 2 especies son de importancia agroindustrial Bacillus pumilus
encontrada en la torta y en el fruto y Bacillus subtilis encontrada en la torta.

De los aislamientos de levaduras se identificaron 2 especies Rhodosporidium
paludigenum encontrada en el fruto y Pichia burtonni encontrada en la torta las
dos de importancia agroindustrial.

De los aislamientos de hongos filamentosos se identificaron 4 especies 2 del fruto

y 2 de la torta, de los cuales Penicillium brevicompactum encontrado en fruto y
torta y Fusarium solani encontrado en la torta, son reportados en la literatura
como posibles degradadores de celulosa.

Palabras clave: Residuos lignocelulésicos, degradadores de la lignocelulosa,
Ricinus communis, microorganismos de importancia agroindustrial, secuenciacion.
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INTRODUCCION

La industria agricola y alimentaria produce millones de toneladas de residuos
sélidos vy liquidos cada afio, en el caso de la higuerilla ( Ricinus communis ) la
produccion mundial en el 2006 fue 1°282.807 toneladas siendo la India el principal
pais productor, seguido de China y Brasil (Barbosa, 2009). Estos residuos son
todavia subutilizados, incluso en los procesos tecnolégicos y econdémicos. Sin
embargo, en los ultimos afios, ha habido un creciente interés en el desarrollo de
nuevos metodos con el fin de sacar provecho de los nutrientes encontrados en los
residuos. (Laufenberg G, 2004).

En el Departamento de Caldas, al igual que en otras regiones del pais, se estan
adelantando proyectos para el establecimiento de cultivos de higuerilla que
potencien la extraccion de aceite de ricino a nivel industrial, generando fuentes de
energia renovables que reemplacen la utilizacién del petréleo como combustible y
se convierta en una opcion rentable y sostenible como biocombustible.

Su industrializacion genera grandes cantidades de residuos de dificil degradacion,
la pared celular de los tejidos vegetales estd conformada principalmente por
celulosa, hemicelulosa y lignina; estos componentes son atacados por
microorganismos que poseen la capacidad enzimatica para degradarlos; la lignina
es un polimero complejo que tiene alto grado de resistencia al ataque microbiano.
(Moore y Jung, 2001). Una alternativa importante para lograr disminuir el impacto
ambiental causado por los residuos lignocelulésicos generados en el cultivo y
procesamiento de la higuerilla, es acelerar el proceso de compostaje mediante la
utilizacion de un consorcio de microorganismos con actividad lignocelulosica.

Son pocos los estudios realizados sobre la identificacion de microorganismos
degradadores de residuos lignocelulésicos asociados a esta especie, su
caracterizacion y potenciales aplicaciones en bioprocesos es muy promisorio para
nuestro pais, ademas de ser un recurso viable para el sector econémico y
especialmente para la parte ambiental de la agricultura sostenible.

De otra parte, el uso de microorganismos nativos obtenidos en residuos del
cultivo de higuerilla establecidos en el eje cafetero, garantiza el aislamiento e
identificacion de una diversidad microbiana propia de las condiciones climaticas y
agroecologicas de la region.
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1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar y seleccionar los microorganismos asociados a residuos
lignocelulésicos provenientes de la higuerilla (Ricinus communis).

1.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Aislar e identificar los microorganismos presentes en los residuos del
cultivo (fruto) y del procesamiento industrial (torta) de la higuerilla.

e Seleccionar los microorganismos con potencial para la degradacion de
material lignocelulosico.

e Preservar los microorganismos de interés para el banco de referencia de
microorganismos de la UCM.

13



2. MARCO TEORICO

2.1. LA HIGUERILLA (Ricinus communis)

CLASIFICACION
o Orden: Euphorbiales
o Familia: Euphorbiaceae
e Genero Ricinus
o [Especie: Ricinus communis

La higuerilla también llamada palma cristi, castor, higuera infernal, tertago,
higuereta, ricino, es un arbusto que crece silvestre en la mayor parte de las
regiones tropicales. Sus semillas son venenosas por lo cual no son consumidas
directamente sino que son prensadas y sometidas a extraccion por solventes para
obtener aceite y torta.

El aceite no es considerado normalmente como comestible, sin embargo posee
multiples usos:

« Refinado tiene uso farmacéutico.

e En bruto se usa como emulsificante para desinfectantes del hogar, industria
y pesticidas.

« Modificado se emplea como aceite hidraulico, disolvente de pinturas,
impregnacion de tintura para textiles y cuero, fusion de ceras naturales y
quimicas, asi como en la fabricacion de polimeros.

La torta de higuerilla no se utiliza como alimento animal debido a la presencia de
toxinas y de sustancias alergénicas, su empleo se limita especialmente en
aplicaciones de fertilizantes organicos.

El cultivo de la higuerilla se ha extendido en el mundo y su aceite tiene amplio
mercado por los multiples usos y las diversas industrias que fomenta. El creciente
desarrollo de la aviacién y el constante empleo de motores de altas revoluciones,
le dan gran demanda al aceite como lubricante por su gran densidad, porque
conserva su viscosidad a diferentes temperaturas y porque solo se congela a los
10°C bajo cero.

2.1.1 ORIGEN

Se supone gque la higuerilla es de origen africano de donde se extendio al Medio
Oriente como planta silvestre. En la India y la China se conoce hace unos 3000
afos, probablemente se introdujo en América después del descubrimiento. Los
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egipcios hace mas de 4000 afios empleaban la higuerilla en la iluminacién o
alumbrado de sus casas, parece que era una planta altamente estimada porque
en algunas tumbas egipcias se han encontrado sus semillas.

La higuerilla es una planta que se encuentra distribuida desde el nivel del mar
hasta los 3000 msnm., se encuentra en los bordes de los caminos, de las
quebradas y de los rios, en solares, en huertas y también sembrada en cultivos
comerciales con todas las normas técnicas de la agricultura moderna.

2.1.2 BOTANICA Y TAXONOMIA

Es una planta arbustiva que resiste climas variados. Casi todos los autores hablan
de una sola especie Ricinus communis y de muchas variedades botanicas con
caracteristicas bien definidas.

2.1.2.1. DESCRIPCION BOTANICA

e Raiz. Es pivotante y puede alcanzar hasta 3m de profundidad
constituyéndose en el anclaje principal de la planta. Presenta raices
secundarias numerosas Yy oblicuas, situadas a poca profundidad.

e Tallo. La planta estd dotada de un tallo principal recto seccionado por
entrenudos, hueco en su parte interior lo cual facilita la eliminacion de la
soca. Su color depende de la variedad puede ser verde, rosado o caoba. El
tallo principal termina en el primer racimo (inflorescencia), siendo este el
mas grande de la planta. A partir del cuarto nudo empiezan a aparecer las
ramas secundarias que producen a su vez ramas adicionales observandose
en ambas produccion de racimos.

e Hojas. Alternas, pecioladas, palmeadas con 7 a 11 I6bulos, dentadas, con
nerviacion palmatinervia. Peciolos redondos de 8 a 50 cm de largo y de 10
a 20 cm de longitud; con dos glandulas nectariferas en la unién con la
lamina, dos glandulas en la union con el peciolo; la lamina de la hoja tiene
10 a 75 cm de didmetro y de un color que va de verde a rojo.

o Flores. Estan agrupadas en una panicula terminal de 10 a 40 cm de largo,
la cual es monoica, las flores femeninas estan localizadas en la parte
superior y las masculinas en la parte inferior de la inflorescencia. Las flores
masculinas estan en cimas de 3 a 16 flores de pedicelo de 0.5 a 1.5 cm de
largo, de 3 a 5 sépalos verdes de 5 a 7 cm de largo, pétalos ausentes,
estambres numerosos de 5 a 10 mm de largo con muchos filamentos
ramificados, cada filamento termina en una antera pequefia esférica y de
color amarillo claro. Las flores femeninas en cimas de 1 a 7 flores, pedicelo
de 4 a 5 mm de largo de 3 a 5 sépalos de color verde de 3 a5 mm de largo
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los cuales se caen rapidamente; ovario superior con tres celdas, un 6vulo
por cada celda, la pared del ovario cubierta con espinas verdes y suaves,
cada una termina en un punto transparente, el cual se cae cuando el fruto
se desarrolla, estilo muy corto que se divide en tres estigmas bien definidos
de color rojo, suaves, papilados y persistentes.

Frutos. Es una capsula globosa con pedicelo elongado con tres l6culos de
1.5 a 2.5 cm de diametro, generalmente espinoso. Los frutos inmaduros son
generalmente verdes y algunas veces rojos, se vuelven cafés en la
maduracién, los estigmas permanecen en el fruto en forma lefiosa. La
capsula puede abrirse y soltar las semillas que son tres, estas pueden ser
negras o jaspeadas.

Semillas. De forma oval aplastada, redondeadas en un extremo y con una
excrecencia en el otro llamada curdncula, de superficie brillante y lisa, de
color variable que suele ser gris con manchas rojizas y parduzcas de
tamafo variable que va de 0.5 a 1.5 cm de largo; la semilla tiene una
cubierta dura y quebradiza exterior y otra inferior muy fina de color
blanquecino, ambas protegen la semilla, la cual consta de un embrion
pequefio con sus dos cotiledones delgado y el albumen que es blando,
compacto y aceitoso, el albumen es el que contiene el aceite. La semilla
contiene toxinas que son ricina (albumica) y la ricenina (alcaloide) las
cuales quedan en el bagazo o torta que sobra en la extraccion del aceite.

2.1.3 ECOLOGIA

Clima: Para un cultivo comercial el desarrollo normal de la planta se
consigue en climas calidos y secos con precipitaciéon de 700 a 1200 mm
anuales y con baja humedad relativa. Las lluvias deben ser moderadas y
bien distribuidas, abundantes en la etapa de desarrollo; la maduracion y la
cosecha deben coincidir con la época seca para que los racimos sequen
uniformemente y no se desprendan los frutos antes de la recoleccion.
Cuando las lluvias pasan los requerimientos mencionados, la planta tiende
a desarrollarse mucho vegetativamente con disminucion en la produccion.

Suelos: La higuerilla no es exigente en suelos, se desarrolla bien en
distintos lugares pero requiere de un buen drenaje y materia organica.
Presenta un buen sistema de raices que le permite explorar areas
relativamente profundas. Requiere pH entre 5-6.5.

Variedades: Existe una gran cantidad de variedades y especies de
higuerilla. Se presenta una gran variabilidad por el tamafio de la planta, el
color y serosidad de los tallos y peciolos, color forma y tamafio de las
semillas, el tamafio de los racimos, entre otras.
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Ricinus communis mayor. Ricino grande. Es la mas comun, de hojas
grandes de color verde glauco, frutos numerosos casi esféricos e
indehiscentes, su aceite es mas indicado para uso industrial. Madura bien y
precoz, es planta ornamental.

Ricinus communis minor. Ricino pequefio. De semillas pequeias, es
dehiscente, planta pequefia y muy ramificada desde la base. Madura bien.

Ricinus communis sanguineus. Ricino sanguinea. Los tallos hojas y frutos
son de color rojo intenso, semillas grandes de color pardo claro con
manchas oscuras, en regiones frias se cultiva como ornamental.

Ricino communis viridis. Ricino viridis. Tallos y peciolos son de color verde
claro, con tintes ligeramente rosados en los nudos, semillas pequefias,
grisaceas manchadas de pardo. Es tardia, se adapta a regiones templadas
con lluvias.

Ricinus communis inermis. Ricino enerme. Tallos, peciolos y hojas jovenes
de color rojizo, que se tornan verdes a la madurez. Los frutos no tienen
espinas, semillas de color medio, de color castafo, porte pequefio, es
precoz.

Ricinus communis zanzibairiensis. Ricino zanzibar. Propia de climas
tropicales, de tallos rojizos y hojas grandes, la fructificacion es baja y tardia,
semillas grandes, solo tiene valor como planta ornamental.

2.1.4 ASPECTOS AGRONOMICOS

Siembra: La mejor época para la siembra es al inicio de las lluvias. Esta se
hace de forma directa y su distancia de siembra depende de la variedad y
del tipo de cultivo a establecer. Se siembra por sitio de 3-4 semillas a 3-5
cm de profundidad para conseguir un alto porcentaje de germinacion, se
recomienda usar semilla certificada.

Fertilizacion: Altos niveles de nitrdgeno perjudican la cantidad de flores y
frutos pues se incrementa el desarrollo de hojas innecesarias. Para obtener
un adecuado equilibrio se debe hacer analisis de suelos y darle importancia
a las aplicaciones de calcio y fésforo.

Cosecha: Puede iniciarse a los 100-150 dias después de la siembra. Los
racimos son cortados con cuchillos afilados o tijeras podadoras. Las
mejores horas para hacer la recoleccion son las de la mafiana. El corte de
los racimos puede hacerse cuando estos han secado completamente pero
se corre el riesgo de que se hayan desgranado o se desgranen al tirar los
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racimos al suelo. Las variedades dehiscentes se desgranan naturalmente
con el secado al sol, luego es necesario limpiar bien la semilla sea por
ventilacion o a mano.

e Secado: Los racimos deben secarse en patios de cemento o cajones
grandes y pandos con fondo metalico, o artificialmente en maquinas
secadoras. Es imprescindible estar removiendo los racimos para acelerar el
secado. Si la cépsula abre explosivamente y el fruto es empujado
violentamente es necesario cubrir los cajones con un marco de anjeo para
evitar la pérdida de los frutos.

o Desgrane: Si la variedad es altamente dehiscente, en la manipulacion del
secado un gran porcentaje de las capsulas se desgranan en el proceso y el
resto, una vez separados los vastagos secos, es necesario desgranarlos
manualmente.

2.1.5 COMPOSICION DE LA SEMILLA DE HIGUERILLA

Tabla 1: Composicién quimica de la semilla de higuerilla.

COMPOSICION PORCENTAJE
Aceite 46.19

Almidén 20.00
Albumina 0.50

Goma 4.31

Resina bruta y 1.91

principios amargos

Fibra Lefiosa 20.00

Agua 7.09

TOTAL 100.00

2.1.6  CARACTERISTICAS GENERALES DEL ACEITE DE RICINO

Tabla 2: Componentes aceite de ricino.

Acido Ricinoleico 70%
Acido Ricinico 12%
Acido Oleico 12%
indice De Saponificacion 181%
indice De Refraccion (25°C) 1,47
Densidad (15°C) 0.964

Tomado de: http://www.unalmed.edu.co/~crsequed/HIGUERILLA.htm
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2.1.7 USOS DE LA HIGUERILLA

La planta de higuerilla es usada para dar sombra a los cultivos de cacao y café por
su rapido crecimiento y por el tamafio y forma de su hoja. En la antigiiedad se usé
para repeler los insectos de los cultivos por los principios téxicos que tiene y aun
algunos campesinos la utilizan para este fin. Se utiliza para la proteccion de las
riberas de los rios y quebradas, por su adaptabilidad a los suelos arenosos.

Debido a su composicion quimica, el aceite de higuerilla conserva su viscosidad a
altas temperaturas y resiste muy bajas sin congelarse, razon por la cual se emplea
para motores de altas revoluciones. El aceite refinado se usa en cosmeéticos y en
productos medicinales. El uso mas comdn es como purgante, llamado aceite de
ricino, se considera un vermifugo drastico, que no irrita el intestino, es
antirreumatico, cura los orzuelos y sirve para eliminar las verrugas. El aceite es
adecuado contra las Ulceras de la piel, alivia los ojos cuando estan enrojecidos o
irritados. También es usado en la preparacién del paciente para las radiografias
estomacales.

El aceite de higuerilla sulfonado se usa en la impresion y acabado de tejidos de
algodén, lino, seda y en curtiembres. Deshidratado sirve de base para la
preparacion de liquidos para frenos y pinturas y por convertirse en aceite secante
reemplaza con ventaja los aceites de tung y de linaza que se importan
actualmente. Disuelto en alcohol, se utiliza en la mayoria de manufactura de
lociones y perfumes, como base o agente fijador de esencias. La fusion a altas
temperaturas con la soda caustica produce el acido sebastico que se emplea en la
fabricacion de plasticos y nylon.

Se emplea ademas en industrias de caucho, baldosines de asfalto, betunes, ceras,
sirve para fabricar cuero artificial, como ingrediente en el encurtido de pieles, para
impermeabilizar telas, para producir aceites secantes, como aislante.

En otros productos industriales tales como : Crayones, empagues, esmaltes,
emulsion para pinturas, fertilizante, espumas, fluido para amortiguadores, fluido
hidraulico, fungicidas, germicidas, grasas, hule, insecticidas, lacas, materiales de
revestimiento, masilla para vidrios, papel carbon, papel matamoscas, pasta para
empaquetaduras, poliésteres, productos farmacéuticos, pulidores, revestimiento
para papel, tintas de impresion, velas, etc.

La torta de higuerilla o afrecho es un excelente abono por el alto contenido de
nutrientes, superior al de la torta de algodén y al abono fresco de establo. Su
composicion es de 1.91% de nitrogeno, 0.28% de fosforo, 3.02% de potasio,
33.8% de proteina cruda. Puede utilizarse como fertilizante y se considera
especialmente buena para cultivos de periodo corto, pierde su toxicidad 2-3
semanas después de aplicada y se le atribuyen propiedades insecticidas.
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La torta que sobra después de la extraccidén de aceite de las semillas comestibles
(soya, girasol, ajonjoli, nabo forrajero etc.) tiene sin duda una gran demanda, es
una excelente fuente de proteinas y otros nutrientes para la industria de
concentrados para ganado. La torta de higuerilla y jatropha es téxica y por lo tanto
no apta para consumo animal o humano. Los principales agentes téxicos de la
torta son lectin (curcin) y ésteres forbodlicos, sin embargo, contiene valiosos
nutrientes que le permiten su utilizacion como fertilizante organico.

Tomado de: http://www.gotaverde.org/new_portal/node/16 .

Existen investigaciones sobre la detoxificacion de la torta a través de su
exposiciébn a altas temperaturas y quimicos (NaOH y NaOCI), pero hasta el
momento no se ha logrado eliminar el 100% de los componentes téxicos. Tomado
de: www.publish.csiro.au/?act=view_file&file_id=SP03010.pdf. La extraccion de
aceite con 80-90% de etanol o metanol también ha dado resultados animadores
de detoxificacion.

Antes de aprovechar la torta de higuerilla y piidn como fertilizante organico, se
puede pasar la torta por un proceso de digestion anaerdbica, este proceso implica
la descomposicion de la torta por bacterias que producen como resultado una
mezcla de metano (65%) y CO, (35%). Esta mezcla se conoce comunmente como
biogas. El aceite que queda en la torta promueve la actividad bacteriana y es por
lo tanto un excelente insumo para un biodigestor.

El biogas sirve como combustible para motores a gas 0 motores convencionales
adaptados, el gas también puede ser utilizado directamente en procesos de
calentamiento. El material descompuesto que queda después del proceso de
digestion anaerobica contiene los mismos (N-P-K y micro) nutrientes que el abono
organico. Por el proceso de descomposicion los nutrientes son incluso mas
facilmente absorbidos por las plantas. Tomado de:
http://www.gotaverde.org/new_portal/node/16.

La planta de higuerilla es repelente de moscas y zancudos. En el &mbito de la
proteccion de las plantas y productos almacenados la higuerilla tiene una gran
eficacia contra los hongos, nematodos, insectos y acaros. Ademas es una planta
huésped para insectos benéficos.

Tomado de: hitp://iwww.agronet.gov.colwww/docs _si2/20067199296_Plantas%20con%20accion%20insecticida.pdf

2.2. MATERIALES LIGNOCELULOSICOS

Los materiales lignoceluldsicos son abundantes en el planeta. Los vegetales y sus
residuos, las agroindustrias y los subproductos que generan constituyen un
excelente sustrato para el crecimiento fungico. Los hongos cumplen un rol
importante, ya que este tipo de materiales estd compuesto principalmente de
polimeros que no pueden ser degradados por la mayoria de los otros
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microorganismos presentes en los diferentes ecosistemas. Los principales
constituyentes de los vegetales son el almidén (utilizado como reserva energética)
y los que componen sus paredes celulares, constituidas por pectina, celulosa,
hemicelulosa y lignina en una relacion aproximada de 4:3:3 variando
sensiblemente segun las diferentes especies(Papinutti, 2003),. Gracias a su origen
renovable, a la biodegradabilidad de sus derivados y sus posibilidades de
reciclaje, son una fuente idonea de materiales poliméricos de interés industrial.

Existen dos tipos de sistemas enzimaticos extracelulares: los que producen
hidrolasas que degradan la celulosa (celulasas) y la hemicelulosa (hemicelulasas)
y los que despolimerizan la lignina por reacciones de oxidacion (peroxidasas y
lacasas) (Pérez et al., 2002).

2.2.1 CELULOSA Y BIOCONVERSION

La celulosa es el componente de la biomasa de plantas de mayor abundancia en
la naturaleza, sin embargo también es producido por algunos animales (ej.:
tunicados) y algunas pocas bacterias ((Lynd et al., 2002).

Las caracteristicas de la celulosa han sido diversamente investigadas (Atlas &
Bartha 1980; Fan et al. 1980; Ladisch et al. 1983) la celulosa es un hidrato de
carbono consistente en su forma nativa de una cadena lineal de unidades de
glucosa con enlaces glucosidicos B, 1-4. El analisis por difraccion de rayos X
indica que la celulosa presenta una estructura cristalina altamente ordenada,
constituyendo fibras elementales o microfibras de 500 a 1000 angstroms de
longitud. Algunas zonas de la fibra elemental contienen porciones de celulosa
“amorfa” que es facilmente hidrolizable. Las moléculas de celulosa estan ademas
organizadas en haces de cadenas paralelas que forman fibrillas.

En las paredes celulares de las plantas, las fibrillas de celulosa muy densamente
empaguetadas y dispuestas en haces paralelos, rodean a la célula,
frecuentemente formando capas cruzadas. Estas fibrillas se hallan aglutinadas por
una matriz de otros tres materiales polimeros: hemicelulosa, pectina y extensina.
(Lehningher 1987).

En la Figura 1, se muestra la estructura molecular de la cadena de celulosa y

como las moléculas de celulosa se unen entre si mediante enlaces de puente de
hidrégeno usando el OH libre (Kumar et al., 2008).
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TH
Figura 1. Estructura molecular de la celulosa

A partir de estudios bioquimicos de los sistemas de celulasas de hongos y
bacterias, aérobicos y anaerobicos, las enzimas se han clasificado en tres grupos
basados en sus propiedades estructurales: endoglucanasas, exoglucanasas y (-
glucosidasas (Ver Figura 2) (Kumar et al., 2008).

endo-B-glucanase

cellobiohydrolase

P-glucosidase

Figura 2. Estructura molecular de la celulosa y sitio de accion de las enzimas
exoglucanasa, endoglucanasa y B-glucosidasa.

Las endoglucanasas o 1,4-B-D-glucan-4-glucanhidrolasas cortan la cadena de
celulosa al azar en sitios amorfos internos, generando oligosacaridos de varios
tamafios y consiguientemente cadenas con nuevas terminaciones. Las
exoglucanasas incluyen 1,4-B-D-glucan glucanohidrolasas y 1,4-B-D-glucan
celobiohidrolasas, actian de manera progresiva en las terminaciones de la cadena
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de celulosa, liberando glucosa (glucanohidrolasas) o celobiosa (celobiohidrolasas).
Y las B-glucosidasas: hidrolizan celodextrinas y celobiosa solubles en glucosa
(Lynd et al., 2002; Warren, 1996).

Debido a la estructura de la celulosa, su degradacion representa un desafio para
los sistemas de celulasas, razon por la cual estos sistemas poseen una estructura
modular, que incluye un médulo de union a carbohidrato y un médulo catalitico,
gue le permite unirse a la superficie de la celulosa, se presume facilita la hidrolisis
de la celulosa al acercar el dominio catalitico a la celulosa insoluble (Lynd et
al.,2002).

2.2.2 HEMICELULOSA

La hemicelulosa es un polimero complejo de heteropolisacaridos formado por
pentosas (D-xilosa y L-arabinosa) y hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa)
que forman cadenas ramificadas y los acidos 4-O-metilglucurénico, D-
galacturénico y D-glucurénico, los azucares estan unidos por enlaces (-1,4 y
ocasionalmente por enlaces B-1,3 (Pérez, et al., 2002).

En la degradacion de la hemicelulosa interfieren varias enzimas dependiendo de la
naturaleza de la molécula, las compuestas por xylan son degradas por endo-1,4-3-
xylanasas, B-xilosidasas, a-glucoronidasas, a-L-arabinofuranosidasas y esterasas
acetilxilan. En la descomposicidon de glucomanos median las enzimas J-
endomananasas que hidrolizan la estructura central resultando en manobiosas y
manotriosas. Y las [B-manosidasas que liberan manosa de los extremos no
reductores de los compuestos degradados por las endomananasas (Ver Figura 3)
(DeVries y Visser, 2001)

endo-B-xylanase W a-glncuronidase
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o o-arabinofuranosidase

B-xylosidase

Figura 3. Estructura molecular de la hemicelulosa y sitio de accién de las enzimas
endo-B-xilanasa, a-glucoronidasa, a-arabinofuranosidasa y B-xilosidasa.

23



2.2.3 LIGNINA

La lignina es un compuesto dificil de degradar debido a la recalcitrancia quimica y
a la baja porosidad, cualidades que le permiten cubrir la hemicelulosa y celulosa
de la pared celular de las plantas vasculares.

La lignina es un polimero natural amorfo que actia como agente aglutinante entre
los componentes del vegetal y esta constituido por unidades del tipo phidroxifenil
propano. La lignina se origina por la polimerizacién deshidrogenativa al azar de
alcoholes parahidroxicinamicos. Las maderas suaves 0 gimnospermas estan
constituidas fundamentalmente por unidades guayacilica (G), mientras que las
maderas duras (angiospermas dicotiledéneas) por unidades guayacilica (G) y
siringilica (S) y las plantas anuales (angiospermas monocotiledéneas) tienen los
tres precursores: guayacilica (G), siringilica (S) y p-hidroxibencilica (H) (Sabatier,
1992). La lignina es el segundo constituyente en peso (15-30%) y en importancia
del reino vegetal (Sabatier, 1992, Makela et al, 2002).

La lignina quimicamente es heterogénea y tiene una estructura muy compleja
(Figura 4). Los monémeros son todos derivados del fenilpropano y su complejidad
resulta del gran nimero de diferentes enlaces que unen a los monémeros. La
diferencia en la composicion de las ligninas se manifiestan en el contenido de
grupos metoxi; por ejemplo: 21% en arboles de hojas caducas, 16% en abeto y
14% en gramineas (Olvera, 2003).

Anillos
aromaticos (fenil)

Anillos
aromaticos (fenil)

OH§___ Grupo alcohélico

OH ‘hidroxil

o Metoxilo en extremo de
2 la cadena

__ Estructura dibenzodioxocina

OH

OH OMe

Figura 4. Estructura de lignina (Bommarius & Riebel, 2004)
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Hasta el momento se han descrito tres enzimas ligninoliticas: la lignin-peroxidasa
(LiP), la manganeso-peroxidasa (MnP) y la lacasa. Otras enzimas ligninoliticas
como la peroxidasa versétil (PV) o la peroxidasa manganeso-independiente se
mencionan formando parte del sistema ligninolitico de algunos basidiomycetes.

La LiP puede oxidar directamente sustratos aromaticos fendlicos y no fendlicos
siendo el més estudiado el alcohol veratrilico (3,4 dimetoxi-fenol). La MnP oxida
Mn*? a Mn*® y este dltimo es quelado por &cidos orgénicos sintetizados por el
hongo (Pérez & Jeffries, 1992). Es decir que la MnP puede oxidar sustratos del
tipo fendlico a través del Mn*? (Tuor et al., 1992), pero también puede hacerlo con
sustratos no fendlico a través de los productos de peroxidacion de &cidos grasos
insaturados (Bao et al., 1994). La PV oxida Mn*? a Mn*3, como lo realiza la MnP y
también oxida compuestos no fendlicos, como la LiP; lo que significa que
comparte propiedades cataliticas con ambas peroxidasas fangicas (Martinez,
2002; Martinez et al., 1996). Mientras que la lacasa es una oxidasa con cuatro
atomos de cobre como cofactor y cuyo aceptor de electrones es el oxigeno dando
agua como producto (Thurston, 1994). Esta enzima por ser oxidasa ataca
principalmente compuestos fendlicos, pero la presencia de cooxidantes como el 1-
hidroxibenzotriazol (HBT), el 2,2’-azinobis(acido 3-etilbenzothiazoline-6-sulfénico)
(ABTS) o el &cido violurico; capacita a la enzima para atacar sustratos mas
dificilmente oxidables como los de tipo no fendlico (Soares et al., 2001). La lacasa
es la enzima ligninolitica presente mas frecuentemente en los hongos de pudricién
blanca.

2.3. MICROORGANISMOS DEGRADADORES DE LIGNOCELULOSA

Los hongos que tienen sistemas ligninoliticos pertenecen principalmente a la clase
de los Basidiomycetes y son llamados hongos de la podredumbre blanca, entre los
cuales hay especies saprofitas (Steffen et al, 2002; Olvera,2003). Ademas, existen
Ascomycetes que han sido estudiados en la degradacion de la lignina como
Fusarium oxysporum (Valenzuela et al, 2001), Penicilium sp. y sobre todo el
género Aspergillus (Cardoso y Costa, 1994; Valenzuela et al, 2001; Ahammed y
Prema, 2002) entre ellos, las especies de A. niger (Conesa et al, 1999; Marquez et
al, 2007), A. flavus (Betts y Dart, 1989), A. japonicus (Milstein et al, 1983) y A.
fumigatus (Kadam y Drew, 1985). También se han registrado hongos
levaduriformes con la capacidad de degradar lignina, como Candida sake,
Cryptomyces laurentii, Rhodotorula glutinis (Olvera, 2003). Los hongos
descomponedores de paja son un grupo ecolégicamente importante de
microorganismos involucrados en el reciclamiento del carbono en los suelos y su
hébitat es la parte superior de los suelos en bosques y prados, que son ricos en
materia organica como la celulosa, hemicelulosa y lignina provenientes de plantas
muertas (hojas y ramas). La biodegradacion de la lignina es un paso clave para el
reciclamiento de carbono en los ecosistemas terrestres, donde los basidiomicetes
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degradan los polimeros de la madera facilitando la utilizacién de la celulosa por
poblaciones microbiales.

Algunos ejemplos de microorganismos con sistemas de celulosas, xilanasas y
peroxidasas bien identificados son las siguientes cepas mesofilicas con capacidad
de degradar celulosa Trichoderma viride, Fusarium oxysporium, Piptoporus
betulinus, Penicillium  echinulatum, P. purpurogenum, Aspergillus niger y
A.fumigatus; el género Aspergillus tiene caracteristicas que hacen que sea ideal
para aplicaciones industriales tales como alta capacidad de fermentacion y alto
nivel de secrecién de proteinas (DeVries y Visser, 2001)

Algunos hongos termofilicos son: Sporotrichum thermophile, Scytalidium
thermophillum, Clostridium straminisolvens y Thermonospora curvata. De las
bacterias reportadas se encuentran: Rhodospirillum rubrum, Cellulomonas Wmi,
Clostridium stercorarium, Bacillus polymyxa, Pyrococcus furiosus, Acidothermus
cellulolyticus, y Saccharophagus degradans (Kumar et al.,, 2008). Otros
microorganismos detectados son Cellulomonas fimi posee xilanasas, Trichoderma
reesei con endoglucanasas, Escherichia coli tiene 3-galactosidasas y Trichoderma
reesei y Phanerochaete chrysosporium con sistemas de celulasas (Warren, 1996).
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3. METODOLOGIA

TIPO DE ESTUDIO: Descriptivo

RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS:
Las muestras fueron suministradas por la GRANJA MONTELINDO de la
Universidad de Caldas, ubicada a 38 kilbmetros desde Manizales, vereda
Santagueda, municipio de Palestina.

Condiciones climéaticas:

Altura sobre el nivel del mar: 1.010 metros

Temperatura media: 22.8 grados centigrados

Precipitacion promedio anual: 2.200 m.m.

Humedad relativa: 76%

Extension: 64 hectareas

Topografia y suelos: plana, totalmente mecanizable, suelos franco de origen
volcanico.

SITIO DE REALIZACION:
Las evaluaciones de los residuos lignocelulésicos, se llevaron a cabo en los
laboratorios de la Universidad Catdlica de Manizales.

PROCEDIMIENTO
3.1. PASO 1: TOMA DE MUESTRA

Las muestras estan conformadas por fruto y torta de higuerilla, para realizar el
muestreo se utilizo material estéril y se tomaron por triplicado 200g de muestra
respectivamente, de la variedad de higuerilla Colbio 01. Se colocaron en bolsas
plasticas debidamente marcadas y selladas, se transportaron en nevera de icopor
con hielo. Fueron almacenadas a una temperatura de 4°C, con el fin de evitar la
proliferacion de otros microorganismos diferentes a aquellos presentes en las
muestras.

La toma de muestras de torta fueron proporcionadas por la Universidad de Caldas.
3.2. PASO 2: PREPARACION DE LA MUESTRA

De cada una de las tres muestras de fruto y torta ( 200 g) se tomaron 20g y se
adicionaron a 180 mL de agua destilada estéril para preparar la solucion madre, se
agitd vigorosamente para lograr una homogenizacion completa. Posteriormente,
se realizaron diluciones en base 10, para ello se emplearon 10 tubos, cada uno
con 9 mL de agua destilada estéril, al primer tubo se le adicioné 1 mL de la
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solucién madre, quedando de esta manera preparada la dilucién de 10, luego se
transfirio  del primer tubo al siguiente 1 mL y asi sucesivamente hasta alcanzar
una dilucién de 10°®.
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Figura 5. Preparacion muestras para inoculacion

3.3. PASO3: PROCESO DE SIEMBRA Y RECUPERACION DE LOS
MICROORGANISMOS.

Se tomé 0,1 mL de cada una de las diluciones 107, 10%,10° y 10° para tener un
amplio espectro de la muestra, se sembrd por superficie en cajas de petri que
contenian Agar - Rosa de Bengala para hongos filamentosos, Agar-Nutritivo para
bacterias y Agar-PDA para hongos filamentosos y levaduras. El periodo de
incubacion fue para bacterias de 24 a 48 horas, para levaduras de 96 horas y
para hongos filamentosos de 5 a 8 dias.

3.4. PASO 4: AISLAMIENTO DE LAS COLONIAS
Después de reconocer y describir el tipo de colonia registrada en los medios de
cultivo, se realizé tincion de Gram, con el fin de identificar caracteristicas
morfolégicas de las bacterias que permitieran la diferenciacion de los grupos, y se
procedi6 a realizar su aislamiento en medios de cultivos selectivos.

Se utilizé el medio de cultivo Agar Sangre para las bacterias Gram positivas y
Agar MacConkey para las bacterias Gram negativas.

Para las levaduras el medio de cultivo Agar Sabouraud y para los hongos
filamentosos el medio utilizado fue el Agar PDA.
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3.5. IDENTIFICACION DE HONGOS FILAMENTOSOS

En el proceso de identificacion de los hongos filamentosos se tuvieron en cuenta
las caracteristicas macroscopicas de las colonias, como color, topografia y textura.
Se utilizé la técnica de microcultivos con el fin de observar las caracteristicas
microscopicas, las cuales fueron corroboradas con la clave de hongos
imperfectos de Barnett y Hunter (1998).

3.6. PRUEBAS MOLECULARES E IDENTIFICACION DE BACTERIAS,
LEVADURAS Y HONGOS FILAMENTOSOS.

Se realizaron los diferentes protocolos (Anexo 1, 2, 3) para la extraccion de ADN,
se realiz0 la técnica de reaccion de cadena de polimerasa ( PCR) para cada uno
de ellos utilizando primers universales RM y RW para bacterias y primers ITS1 e
ITS4 para hongos filamentosos y levaduras, estos productos de PCR fueron
enviados a secuenciacién a la empresa MACROGEN en Corea.

3.7. PRESERVACION DE LAS CEPAS

Después de tener identificados los microorganismos recuperados en las diferentes
muestras evaluadas, se llevo a cabo su preservacion.

Se realiz6 una suspension bacteriana y se compardé con el patron de turbidez de la
escala de MacFarland, la cual estd numerada del 1 al 10 y representa la
concentracion especifica de bacterias/ml. Para bacterias y levaduras debe
comparar con el estandar entre 3 y 4. Posteriormente se depositdé 1,5 mL de la
suspension en tubos eppendorf (5-10 tubos por muestra).Se llevaron durante una
hora a 4°C, 4 horas a -4°C y luego a una temperatura de -20°C. A las 48 horas se
realizaron pruebas de viabilidad de las muestras.

Luego del aislamiento y preservacion de las cepas viables, se asigné un cédigo a

cada una de ellas, teniendo en cuenta la informacién requerida por el sistema de
organizacion del banco de cepas de la Universidad Catélica de Manizales.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. AISLAMIENTO BACTERIAS Y LEVADURAS

Después del proceso de recuperacion de las colonias y el aislamiento de cada una
de ellas, se obtuvo un total de 40 colonias presentes en el fruto y torta de la
higuerilla, entre levaduras y bacterias. La tabla presenta el nUmero de colonias
aisladas por tipo de muestra y medio de cultivo empleado.

Tabla 3: Namero de colonias recuperadas de levaduras y bacterias presentes en

el fruto y la torta de higuerilla.

MEDIODE | COLONIAS

MUESTRA | LD 25 | COLOMAS o | LEVADURAS | BACTERIAS | TOTAL
ROSA DE . 1 0
BENGALA

FRUTO I'NOTRITIVO 6 0 6 9
PDA 2 2 0
ROSA DE . 3 0
BENGALA

TORTA  'NUTRITIVO 18 0 18 31
PDA 10 4 6

TOTAL 40

Se evidencia que la torta de higuerilla la cual es el resultado de un proceso
industrial es la que presenta mayor cantidad de colonias recuperadas entre
bacterias y levaduras.

4.1.1 PURIFICACION E IDENTIFICACION DE LAS COLONIAS

A partir de las colonias bacterianas y de levaduras recuperadas se realiz6 tincién
de Gram con el fin de diferenciar y definir las caracteristicas morfolégicas
microscopicas. Posteriormente, se inocularon en medios de cultivo selectivos para
su aislamiento y purificacion.

En total se diferenciaron:

6 Bacterias Gram negativas

24 Bacterias Gram positivas

10 levaduras.

La identificacién la realiz6 la compafiia MACROGEN de Corea, analizando la
secuenciacion de los productos de amplificacion obtenidos por PCR con primers

universales RM y RW para bacterias, y primers ITS1 ITS4 para las levaduras.
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A continuacion se presentan los resultados de identificacion de cada uno de los
microorganismos evaluados.

Tabla 4: Resultados de las colonias identificadas por secuenciacion

BACTERIAS GRAM
POSITIVAS

Bacillus sp

Bacillus altitudinis
Bacillus pumilus

Bacillus subitilis

Staphylococcus sp
Staphylococcus sciuri

BACTERIAS GRAM
NEGATIVAS

Halomonas sp

LEVADURAS

Rhodosporidium paludigenum

Phichia burtonii

BACTERIAS GRAM POSITIVAS

» Bacillus sp (torta):
Los resultados de la identificacion por medio de la secuenciacién se observan en
la siguiente tabla.

Tabla 5: Bacillus sp (Identificacion molecular)

Query Subjet Score Identities
AC Gene Bit Raw E Match | total | Pct.
value (%)
Bacillus sp. 3LF
194 AG_B-RM | \eeeg76.1 | 20TD Ppartial 16S| 4545 | 758 | 00 | 765 | 766 | 99
rRNA gene, strain
3LF 20TD
Bacillus sp.
195 AG_B-RM FJ615523.1 | 41KBZ 16S | 1501 | 757 0.0 770 773 99
199 AG_B-RM FJ615523.1 | ribosomal RNA | 1495 | 754 0.0 767 770 99
202_AG_B-RM | FJ615523.1 | gene, partial | 1516 | 765 | 0.0 | 772 | 773 | 99
seguence
Bacillus sp. Arl
197_AG_B-RM | £j009208.1 | 16S ribosomal RNA | 15, | 557 | 00 | 711 | 761 | 93
gene, partial
sequence
Bacillus sp. L-14
201_AG_B-RM | | ,n577210.1 | 16S ribosomal RNA |y j0q | 751 | 00 | 758 | 750 | 99
gene, partial
sequence
Bacillus sp. Tpill
208_AG_B-RM | ¢\ ;55757 | 16Sribosomal RNA | oo, | 1gq | B8 | ope | 590 | g3
gene, partial 77
seguence
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Bacillus sp (197_AG_B-RM) es una colonia de color blanca, aspecto brillante, textura
cremosa, topografia convexa, forma circular y borde entero  (figura 5). La
coloracion de Gram da como resultado un bacilo Gram positivo.

Figura 6. Bacilus sp (197_G_B-RM) (Agar Sangre)

Bacillus sp (201_AG_B-RM) es una colonia de color blanca, aspecto brillante, textura
cremosa, topografia convexa, forma circular y borde entero  (figura 6). La
coloracion de Gram da como resultado un bacilo Gram positivo.

Figura 7. Bacillus sp (201_B-RM) (Agar Sangre)

Bacillus sp (202_AG_B-RM) es una colonia de color blanca, aspecto brillante, textura
cremosa, topografia elevada, forma ameboide y borde ondulado (figura 6). La
coloracién de Gram da como resultado un bacilo Gram positivo.

Figura 8. Bacillus sp (202_AG_B-RM) (Agar Sangre)

32



Bacillus es un género de bacterias en forma de bastén y Gram positiva, pertenece
a la Division Firmicutes. Son aerobios estrictos o anaerobios facultativos. En
condiciones estresantes forman una endospora de situacion central, que deforma
la estructura de la célula. Dicha forma esporulada es resistente a las altas
temperaturas y a los desinfectantes quimicos corrientes.

La mayoria de especies dan positivo a la prueba de la catalasa y son saprdfitas.
Viven en el suelo, agua del mar y rios, alimentos que contaminan con su
presencia. Aunque generalmente son moviles, con flagelos peritricos, algunas
especies de interés sanitario (B. anthracis, causante del carbunco) son inmdviles.
Hay especies productoras de antibiéticos. Tomado de:
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacillus

» Bacillus altitudinis (Fruto):
Los resultados de la identificacién por medio de la secuenciacion se observan en
la siguiente tabla.

Tabla 6: Bacillus altitudinis (Identificacion molecular)

Query Subjet Score Identities

AC Gene Bit Raw E Match | total | Pct.
value (%)

Bacillus altitudinis
strain AIMST 5.Hb.12

188—RAMG—B‘ HQ670424.1 | 16S ribosomal RNA | 1144 | 577 | 00 | 643 | 665 | 96
gene, partial
sequence

Bacillus altitudinis es una colonia de color blanca, aspecto brillante, textura
cremosa, topografia convexa, forma circular y borde ondulado (figura 7). La
coloracion de Gram da como resultado un bacilo Gram positivo. (Figura 8).

Figura 9. Bacillus altitudinis (Agar Sangre)
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Figura 10. Bacillus altitudinis (imagen tomada al microscopio 100X)

Bacillus altitudinis tolera hasta un 2% de NaCl, degrada la tirosina, es negativa
para la hidrolisis de la caseina, la ureasa y las actividades de fenilalanina
desaminasa, la reduccion de nitrato a nitrito, la utilizacion de citrato y la prueba de
Voges-Proskauer. Produce &cido de manitol. Utiliza D-trehalosa, almidén, N-acetil-
D-ramnosa, D-celobiosa, D-sorbitol, dulcitol, myo-inositol, N-acetilgalactosamina,
L-glicina, L-treonina y L-lisina como Unica fuente de carbono. Sensibles a la
norfloxacina (10 mg), penicilina (10 mg), cefoperazona (75 mg), cefuroxima (30
mg), kanamicina (30 mg), cotrimoxazol (25 mg), tetraciclina (30 mg), acido
nalidixico (30 mg) y amoxicilina (30 mg), pero resistentes a amikacina (30 mg),
ciprofloxacina (30 mg), lincomicina (15 mg), novobiocina (30 mg) y ampicilina (25
mg). Principales acidos grasos son iso-Cjs. 9, anteiso-Cis.g y is0-Ci7:0.

Hasta el momento no se reportan usos industriales de importancia econdmica. S.
Shivaji et al. (2006)

» Bacillus pumilus (Fruto y Torta):
Los resultados de la identificacion por medio de la secuenciacién se observan en

la siguiente tabla.

Tabla 7: Bacillus pumilus (Identificacién molecular)

Query Subjet Score Identities
AC Gene Bit | Raw E Match | total | Pct.
value (%)
Bacillus pumilus
187 AG_B-RM | EF672052.1 | >ron B&AS 39511489 | 751 | 00 | 758 | 759 | 99
192 AG_B-RM EF672052.1 . 1491 | 752 0.0 759 760 99
gene, partial
seguence
Bacillus pumilus
189 AG_B-RM FJ768457.1 | strain GPL15 16S | 1499 | 756 0.0 759 760 99
193 _AG_B-RM FJ768457.1 | ribosomal RNA | 1497 | 755 0.0 755 755 | 100
206_AG_B-RM FJ768457.1 | gene, partial | 1427 | 720 0.0 750 760 98
sequence
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Bacillus pumilus
strain AIMST
203_AG_B-RM | \1~670600.1 | 2:MI-10 16S 1 1148 579 | 0.0 | 684 | 719 | 95
ribosomal RNA
gene, partial
seguence
Bacillus pumilus
204_AG_B- strain NM1C3 16S
RM.abl EU221329.1 | ribosomal RNA | 1511 | 762 | 0.0 769 770 | 99
gene, partial
sequence

Bacillus pumilus es una colonia de color transparente, aspecto brillante, textura
cremosa, topografia convexa, forma circular y borde entero  (figura 9). La
coloracion de Gram da como resultado un bacilo Gram positivo, formador de
esporas. (Figura 10).
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Figura 12. Bacillus pulmilus (imagen tomada al microscopio 100X)

Se encuentra en el suelo, agua, aire, y el tejido en descomposicién de las plantas.
A menudo en el sistema de la raiz en desarrollo de las plantas de soja, pero no
dafa las plantas. B. pumilus, impide la germinacién de las esporas de algunos
hongos, Rhizoctonia y Fusarium. Actla como un fungicida de la prevencion del
desarrollo de esporas de hongos en las plantas. Forma una barrera fisica entre la
hoja de la planta y las esporas del hongo, y luego coloniza las esporas. Tomado
de: http://www.denniskunkel.com/DK/Bacteria/261310A.html
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» Bacillus subtilis (Torta):
Los resultados de la identificacion por medio de la secuenciacién se observan en

la siguiente tabla.

Tabla 8: Bacillus

subtilis (Identificacién molecular)

Query Subjet Score Identities
AC Gene Bit | Raw E Match | total | Pct.
value (%)
Bacillus subtilis
strain BFAS 16S
200_AG_B-RM AY775778.1 | ribosomal RNA | 1503 | 758 0.0 761 762 | 99
gene, partial
sequence

Bacillus subtilis es una colonia beta hemolitica con hemolisis completa, de color
transparente, aspecto opaco, textura seca, topografia umbonada, forma ameboide
y borde ondulado (figura 11). La coloracion de Gram da como resultado un bacilo
Gram positivo con bordes redondeados, presenta esporas esféricas y centrales

gue no deforman

el bacilo. (Figura 12).
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B. subtilis no es considerado patégeno humano; sin embargo puede contaminar

los alimentos, pero raramente causa intoxicacion alimenticia.

Algunas variedades de B. subtilis también tienen aplicaciones comerciales:

e Una variedad de B. subtilis antes conocido como Bacillus natto es usada en
la produccién comercial del manjar japonés Natto.
e B. subtilis QST 713 (comercializado como QST 713 o Serenata) tiene una
actividad fungicida natural, y es empleado como un agente de control

biologico.

e Las enzimas producidas por B. subtilis son usadas como aditivos en
detergentes de lavanderia.
e B. subtilis pBE2C1 and B. subtilis pBE2C1AB son usados en la produccion
de polihidroxialcanoatos (PHA) a partir de desechos de malta como fuente

de bajo costo para la produccion. (Madigan, Martinko, 2005).

» Staphylococcus sp (Torta):

Los resultados de la identificacion por medio de la secuenciacion se observan en

la siguiente tabla.

Tabla 9: Staphylococcus sp (Identificacidn molecular)

Query Subjet Score Identities
AC Gene Bit | Raw E Match | total | Pct.
value (%)
Staphylococcus
sp. SW80 16S
196_AG_B-RM HQ202805.1 | ribosomal RNA | 1479 | 746 | 0.0 762 766 | 99
gene, partial
sequence

Staphylococcus sp es una colonia de color amarillo, aspecto brillante, textura
cremosa, topografia elevada, forma ameboide y borde lobulante (figura 13). La
coloracién de Gram da como resultado un coco Gram positivo, en racimos. (Figura

14).

Figura 15. Staphylococcus sp (gar Sangre)
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Figura 16. Staphylococcus sp (imagen tomada al microscopio 100X)

La mayoria de estafilococos son inofensivos y viven normalmente en la piel y las
membranas mucosas de humanos y otros organismos. Se encuentran en todo el
mundo, son un pequefio componente de la flora microbiana del suelo.

Necesitan una fuente nitrogenada organica y en sus necesidades de oxigeno son
facultativos, se caracteriza por ser catalasa positivo (Prescott 1999).

» Staphylococcus sciuri (Fruto):
Los resultados de la identificacion por medio de la secuenciacion se observan en
la siguiente tabla.

Tabla 10: Staphylococcus sciuri (Identificacion molecular)

Query Subjet Score Identities
AC Gene Bit Ra E Match | total | Pct.
w | value (%)
Staphylococcus
sciuri strain CTSP9
186_AG_B-RM | \,g55191.1 | 165 ribosomal RNA | 1495 | 754 | 0.0 | 760 | 762 | 99
gene, partial
sequence

Staphylococcus sciuri es una colonia de color blanco, aspecto brillante, textura
cremosa, topografia convexa, forma circular y borde entero (figura 15). La
coloracion de Gram da como resultado un coco Gram positivo, en racimos. (Figura

16).

Figura 17. Staphylococcus sciuri (Agar Sangre)

38



http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=es&prev=/search%3Fq%3Dstaphylococcus%2Bsp%26hl%3Des%26biw%3D1280%26bih%3D601%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.com.co&sl=en&twu=1&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Skin&usg=ALkJrhjAcCvBOo1WWk2rr2Q1YEIP-_1C9g

Figura 18. Staphylococcus sciuri (imagen tomada al microscopio 100X)

Staphylococcus sciuri fue descrito por primera vez por Kloos y sus colegas en
1976 y es considerada una de las especies de estafilococos mas ancestrales y
dispersas, con una amplia gama de habitats que incluye la piel de varios animales,
asi como los reservorios ambientales, tales como el suelo, arena y agua. La
impresionante capacidad de colonizacion de esta especie puede ser consecuencia
de su amplia gama de actividades bioquimicas, que incluye la capacidad de utilizar
las sales inorganicas de nitrdgeno como la Unica fuente de nitr6geno.
Tradicionalmente descrito como una especie comensal de los roedores,
marsupiales, los cetaceos, artiodactilos, y perisodactilos, S. sciuri también ha sido
aislado de animales domésticos y de cria de sanos y enfermos, incluidos los gatos
domeésticos. Aunque S. sciuri se asocia rara vez con la colonizacion o infeccion en
los seres humanos, ha sido en ocasiones aisladas de muestras clinicas humanas.
Tomado de: http://www.aam.org.ar/congreso/descarga/suplemento-ram.pdf

BACTERIAS GRAM NEGATIVAS
» Halomona sp (Torta):

Tabla 11: Halomona sp (ldentificacion molecular)

Query Subjet Score Identities
AC Gene Bit Ra E Match | total | Pct.
w | value (%)
Halomonas sp.
198 AG_B-RM AY371415.1 R675 16S rlbosom_al 69.9 | 35 6e- 51 55 92
RNA gene, partial 09
sequence

Halomona sp es una colonia de color blanco, aspecto brillante, textura cremosa,
topografia convexa, forma circular y borde entero (figura 17). La coloraciéon de
Gram da como resultado un bacilo Gram negativo. (Figura 18).
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Figura 20. Halomona sp (imagen tomada al microscopio 100X)

Todos los organismos del género Halomonas son extremofilos, ya que son
capaces de tolerar (y en algunos casos requieren) concentraciones medias o altas
de sal para el crecimiento (por lo menos 0,2 M NaCl). Los miembros de este
género varian de los haldfilos moderados como Halomonas elongata a los
hal6filos extremos, tales como Halobacterium salinarum. La palabra "halofilos"
significa "amantes de la sal" en griego. Los haléfilos son comunes en los
ambientes acuaticos, tales como el Mar Muerto.

Entre las adaptaciones que los haléfilos emplean para sobrevivir en tales
ambientes son las proteinas disefiadas para funcionar en una solucién de alta
fuerza i6nica y el mantenimiento de altas concentraciones de sustancias inertes
dentro de su citoplasma para reducir la presion osmética.

Halomona sp es capaz de crecer anaerObicamente en presencia de glucosa (en
ausencia de nitratos) y tienen membranas que contienen &cidos grasos éster
ligados al glicerol. Esto en contraste con la mayoria de las bacterias haldfilas,
como otros Halococcus y Halobacterium, donde los acidos grasos son el éter
ligado al glicerol. Los miembros del género Halomonas son no pigmentados o de
pigmento amarillo, tienen flagelos laterales y son moéviles. Algunos son capaces de
llevar a cabo la desnitrificacion, la reduccion de nitratos a nitrdgeno y la obtencion
de energia en el proceso. Tomado de:
http://www.microbiologybytes.com/video/Halomonas.html
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LEVADURAS

» Rhodosporidum paludigenum (Fruto):
Los resultados de la identificacion por medio de la secuenciacion se observan en
la siguiente tabla.

Tabla 12: Rhodosporidum paludigenum (ldentificacién molecular)

. Greatest
Query I\(I)t;ruit;gr E?\;’;ﬁé 'AEEC\?;SJ (e))n Description (E-value) ideor}otity
Rhodosporidium paludigenum
isolate 555552 18S ribosomal
RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1,
209_AG_Y-ITS1 20 0 HQ670676 | 5.8S ribosomal RNA gene, and 100

internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial
sequence

Rhodosporidum paludigenum es una colonia de color salmén, aspecto brillante,
textura cremosa, topografia convexa, forma circular y borde entero (figura 19). Las
células son ovoides y varian en su tamafio, toman una coloracion total frente a la
tincion de Gram, algunas se ven agrupadas. (Figura 20).

Figura 21. Rhodosporidum paludigenum (imagen tomada al estereoscopio)

Figura 22. Rhodosporidum paludigenum (imagen tomada al microscopio)
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Esta especie ha sido aislada de una gran variedad de fuentes ambientales tan
diversas como volcanes activos, aguas profundas, zonas de tratamiento de aguas
residuales y se asocian con una variedad de especies de plantas. Son
unicelulares, especies de levaduras pigmentadas de color salmon- rosa. Son
enddfitas,  microorganismos que viven dentro de las plantas sin causar
enfermedad, en general, proporcionan beneficios de crecimiento a la planta.
Alguna cepas producen indol-3-acético, una hormona de crecimiento vegetal que
ayuda a mejorar el crecimiento de varias especies de plantas. Algunas cepas
utilizan hexosa, asi como pentosas, producen altos niveles de alcohol, azucar,
xilitol, y son resistentes a varios fitoquimicos que inhiben las cepas industriales de
levadura. Tomado de: http://genome.jgi.doe.gov/Rhodol 1/Rhodol_1.home.html

» Pichia burtonii (Torta):
Los resultados de la identificacion por medio de la secuenciacion se observan en
la siguiente tabla.

Tabla 13: Pichia burtonii (Identificacion molecular)

Greatest
Description (E-value) identity
%

Quer Number | Lowest | Accession
y of hits | E-value | (E-value)

Pichia burtonii strain EM
9831 18S ribosomal RNA
gene, partial sequence;
internal transcribed spacer
4,4008E EU714323 1, 5.8S ribosomall RNA

-157 gene, and internal
transcribed spacer 2,
complete sequence; and
26S ribosomal RNA gene,
partial sequence

210_AG_Y-ITS1 22 100

Pichia  burtonii  clone
bandF3 internal transcribed
spacer 1, partial sequence;
5.8S ribosomal RNA gene
211 AG_Y-ITS1 21 0 EF175899 | and internal transcribed 100
spacer 2, complete
sequence; and 28S
ribosomal RNA  gene,
partial sequence

Pichia burtonii strain EM
9831 18S ribosomal RNA
gene, partial sequence;
internal transcribed spacer
7,9812E EU714323 1, 5.8S ribosomal_ RNA

-168 gene, and internal
transcribed spacer 2,
complete sequence; and
26S ribosomal RNA gene,
partial sequence

212 _AG_Y-ITS1 22 100
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Pichia burtonii es una colonia de color blanco, aspecto opaco, textura seca,
topografia umbonada, forma filamentosa y borde filamentoso (figura 21). Las
células son ovoides, pueden encontrarse individualmente o en parejas, se observa
pseudomicelio simple o escasamente ramificado, pero cabe aclarar que nunca
formar& un micelio verdadero (Figura 22).

Figura 23. Pichia burtonii (imagen tomada al estereoscopio)

Figura 24. Pichia burtonii (imagen tomada al microscopio)

Pichia (Hansenula y Hyphopichia son sinGnimos en desuso) es un género de
levaduras de la familia Saccharomycetaceae son células esféricas, elipticas u
olongadas. La lactosa no es fermentada por esta especie ni asimilada. El
comportamiento con respecto a otros hidratos de carbono depende de las
diferentes especies. El nitrato es siempre asimilado. Mas de 100 especies de
este género son conocidos. Pichia burtonii interfiere con el proceso de
fermentacion para la produccion de alcohol, fermentando los azlcares presentes.
La mayoria se encuentran en las plantas en descomposicién, algunos viven en
estrecha simbiosis con los insectos, que viven en estas plantas.

Pichia burtonii en Semi-fermentacion anaerdbica, es glucosa positivo, galactosa
positivo, sacarosa positiva, maltosa positivo, lactosa negativo, melibiosa negativo,
rafinosa positiva. Tomado de http://www.ncyc.co.uk/print-ncyc-440.html.
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4.2. AISLAMIENTO HONGOS FILAMENTOSOS

Después del proceso de recuperacion de las colonias y el aislamiento de cada una
de ellas, se obtuvo un total de 27 hongos filamentosos presentes en el fruto y torta
de la higuerilla. Se presentan a continuacion el nimero de colonias por tipo de
muestra y medio de cultivo empleado.

Tabla 14: Numero de colonias recuperadas de hongos filamentosos presentes en
el fruto y la torta de higuerilla.

MUESTRA | MEDIO DE CULTIVO | COLONIAS RECUPERADAS [ TOTAL
ROSA DE BENGALA 6
FRUTO 55~ 4 10
ROSA DE BENGALA 8
TORTA |53 9 17
TOTAL 27

Se evidencia que la torta de higuerilla la cual es el resultado de un proceso
industrial es la que presenta mayor cantidad de colonias recuperadas.

4.2.1 PURIFICACION E IDENTIFICACION DE LAS COLONIAS

A patrtir de las colonias aisladas se realizo la técnica de microcultivos con el fin de
observar estructuras fructiferas caracteristicas de cada hongo filamentoso y
poderlas comparar con la clave de Hunter y Barnet para su identificacion.
Posteriormente se enviaron para la secuenciacion e identificacion molecular.

En total se identificaron 12 hongos filamentosos propios de la muestra, las otras
colonias pertenecian a hongos filamentosos ambientales.

» Penicillium brevicompactum (Fruto y torta):
Los resultados de la identificacion obtenidos por medio de la secuenciacion se
observan en la siguiente tabla.

Tabla 15: Penicillium brevicompactum (ldentificacién molecular)

Query Number | Lowest | Accession Description (E-value) Greatest
of hits | E-value (E-value) identity
Penicillium brevicompactum
strain 29 internal transcribed
227 _AG_F-ITS1 HQ654891 | spacer 1, partial sequence;
226 _AG_F-ITS1 20 0 HQ654891 | 5.8S ribosomal RNA gene and 100
225 AG_F-ITS1 HQ654891 | internal transcribed spacer 2,
217 AG_F-ITS1 HQ654891 | complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial
sequence
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227 _AG_F-ITS4
226_AG_F-ITS4
225 AG_F-ITS4

20

HM469408
HM469408
HM469408

Penicillium brevicompactum
strain KUC1628-1 18S
ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed
spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed
spacer 2, complete sequence;
and 28S ribosomal RNA gene,
partial sequence

100

220 AG_F-ITS1
220 _AG_F-ITS4
219 AG_F-ITS1
219 AG_F-ITS4
216_AG_F-ITS1

20

JN246079
JN246079
JN246079
JN246079
JN246079

Penicillium brevicompactum
isolate P46 18S ribosomal
RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1,
5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial
sequence

100

224 _AG_F-ITS4

20

JN942913

Penicillium brevicompactum
strain DAOM 215373 internal
transcribed spacer 1, partial
sequence; 5.8S ribosomal
RNA gene, complete
sequence; and internal
transcribed spacer 2, partial
sequence

100

223 AG_F-ITS4

20

HM469408

Penicillium brevicompactum
strain KUC1628-1 18S
ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed
spacer 1, 5.8S ribosomal RNA
gene, and internal transcribed
spacer 2, complete sequence;
and 28S ribosomal RNA gene,
partial sequence

100

Penicillium brevicompactum es un hongo filamentoso con colonias de crecimiento
moderado, vellosas, aterciopeladas, con colores verdes vy fisuras radiales (Figura
23). Presenta conidiéforos tabicados de pared lisa y ramificados en sus extremos,
con métulas compactas Yy fidlides en forma de botella de donde nacen los conidios
lisos o ligeramente verrucosos, elipsoidales formando cadenas, sin ramificar, con
un aspecto caracteristico de penacho o pincel (Figura 24).
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Figura 26. Penicillium brevicompactum (imagen tomada al microscopio)

Penicillium brevicompactum es un hongo filamentoso que presenta un gran
potencial para su uso industrial debido a su produccién eficiente de pectinasa. Las
enzimas pectinoliticas catalizan la degradacién de la pectina presente en la pared
celular de las plantas. Entre estas enzimas la poligalacturonasa preferiblemente
hidroliza &cidos pécticos y la pectina liasa cataliza la division de los limites de la
a-D-(1,4) glucosidico de la pectina por el mecanismo de beta-eliminacion.
Después de analizar la produccién de pectinasa de 10 especies del género
Penicillium, Pereira et al. (2002) informé que Penicillium brevicompactum fue el
mejor productor de pectina liasa presentando una considerable actividad
poligalacturonasa. Considerando el importante papel que estas enzimas tienen en
algunos procesos biotecnolégicos este hongo se convirti6 en un organismo
prometedor para uso industrial. Para estas aplicaciones, esta especie debe ser
mejorada genéticamente para obtener una mayor produccion de enzimas y por lo
tanto un mayor rendimiento a un costo accesible.
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Polyanna et al. (2011) reportan en su estudio que Penicillium brevicompactum es
un hongo celulolitico aislado de la semilla de ricino lo que coincide con el resultado
de este estudio, ademas realizan pruebas enzimaticas y determinan que tiene un
indice celulolitico de 2,0 medido por halos, la produccion de esta enzima es optima
en medio liquido.

» Penicillium olsonii (Torta):
Los resultados de la identificacion por medio de la secuenciacién se observan en
la siguiente tabla.

Tabla 16: Penicillium olsonii (Identificacion molecular)

Query Hit Id Description E-value Score
sequence

Penicillium olsonii strain
NRRL 31467 18S ribosomal
RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1,
5.8S ribosomal RNA gene,

and internal transcribed 0 493

Contig4 AF484406 | 28394217

spacer 2, complete
sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial
sequence

Penicillium olsonii es un hongo con colonias de crecimiento rapido, aterciopeladas
a pulverulentas, de color verde grisaceo. Reverso blanco grisdceo. Exudado como
pequefias gotas incoloras (Figura 25). Presenta conidiéforos de paredes lisas,
largos, verticilados con multiples ramas, fialides en forma de botella con cuello
corto, conidios subglobosos a elipsoidales (Figura 26).

Figura 27. Penicillium olsonii (Agar PDA)
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Figura 28. Penicillium olsonii (imagen tomada al microscopio)

Penicillium olsonii es hongo enddfito, comun en la putrefaccion de los tomates,
embutidos y legumbres. A menudo se encuentra en el suelo de los invernaderos
para el cultivo de plantas ornamentales y puede actuar como especie patdgena
de plantas. Por lo general se encuentra en el interior de las plantas.

Penicillium olsonii puede ser facilmente confundido con Penicillium
brevicompactum. La distincion es posible debido a los tamafios relativos de las
esporas. En el microscopio con un aumento bajo puede confundirse con el género
Aspergillus.

Este hongo produce sustancias toxicas y su efecto no es claro todavia. Tomado
de: http://www.schimmel-schimmelpilze.de/penicillium-olsonii.html.

» Fusarium solani (Torta):
Los resultados de la identificacion por medio de la secuenciacién se observan en
la siguiente tabla.

Tabla 17: Fusarium solani (Identificacion molecular)

Query Hit Id Description E-value Score
sequence

Fusarium solani isolate 12.4
18S ribosomal RNA gene,
partial  sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S
EU727450 | 1,9E+08 | ribosomal RNA gene, and 0 456
internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial
sequence

213 AG_F-
ITS1

Fusarium solani es un hongo con colonias de crecimiento lento, algodonoso no
elevado, de color blanco. Reverso crema palido (Figura 27). Presenta
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microconidias abundantes y ovales mezcladas con macroconidias en forma de
media luna, se pueden observar clamidosporas grandes y redondeadas solas o
en parejas, conidioforos largos, fialides largas con punta, (Figura 28).

|

Figura 30. Fusarium solani (imagen tomada al microscopio)

Esta especie patdégena y celulolitica se encuentra en todo tipo de materias
organicas. Se ha aislado de diversos sustratos y habitats, tales como:

Madera, dunas, agua (agua de mar, agua de manantial), papel, plantas,
sedimentos, suelo, textil, xileno.

F.solani es un agente de micotoxicosis en el ganado. Es patdgena para el
hombre.

La temperatura 6ptima de crecimiento estd entre 27 y 31 ° C, dependiendo del
lugar geografico donde esta especie haya sido aislada. Un buen crecimiento en
general, es posible a 37 ° C. El pH oOptimo de crecimiento esta entre 7 y 8.

La formacion de clamidosporas es controlada por la entrada externa de carbono y
nitrogeno. Entre los aminoacidos presentes en el micelio, la alanina es
predominante, asi como: el &cido linoleico, acido oleico, acido palmitico, e-amino-
n-butirico. (Maia, et al., (2001)

49



» Fusarium equiseti (Fruto):

Los resultados de la identificacion por medio de la secuenciacién se observan en
la siguiente tabla.

Tabla 18: Fusarium equiseti (Identificacion molecular)

Query

Number
of hits

Lowest
E-value

Accession
(E-value)

Description (E-value)

Greatest
identity
%

221 AG_F-ITS1

20

HQ607811

Fusarium equiseti isolate
ATT040 18S ribosomal
RNA gene, partial
sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S
ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer
2, complete sequence; and
28S ribosomal RNA gene,
partial sequence

100

221 AG_F-ITS4

20

1,8076E
-162

JF776161

Fusarium equiseti 18S
ribosomal RNA  gene,
partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S
ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer
2, complete sequence; and
28S ribosomal RNA gene,
partial sequence

100

Fusarium equiseti (estado sexual Gibberella intricans) es un hongo con colonias
de crecimiento rapido, algodonoso, de color blanco (Figura 29). Presenta
microconidias abundantes y ovales en forma de media luna, se pueden observar

clamidosporas grandes en cadena, conidi6foros
(Figura 30).

Figura 31.Fusarium equiseti (Agar PDA)

ramificados y no ramificados,
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Figura 32. Fusarium quiseti (imagen tomada al microscopio)

Fusarium equiseti produce por lo general toxinas como diacetoxiscirpenol, y al
menos en algunas cepas toxina T-2, fusarenona-X y neosolaniol. Tomado de
http://www.mold-help.org/content/view/417/.

Se ha aislado en las zonas tropicales de una amplia gama de plantas que
pertenecen a los siguientes géneros: Agave, Allium, Apium, Arachis, Beta,
Brassica, Cajanus, Carica, Crisantemo, Cicer, Citrullus, Citrus, Cocos, Coffea ,
Cola, Crotalaria, Cucumis, Cucurbita, Cupressus, Daucus, Dianthus, Elaeis,
Eucalipto, Ficus, Fragaria, Glicina, Gossypium, Helianthus, Hevea, Hordeum,
Linum, Luffa, Lycopersicon, Macadamia, Mangifera, Manihot, Musa, Nicotiana,
Oryza , Panicum, Papaver, Pennisetum, Phaseolus, Pinus, Pisum, Prunus, Pyrus,
Rosa, Solanum, Sorgo, Theobroma, Trifolium, Triticum, Vicia, Vigna, Zea, Zingiber,
también se encuentra en el suelo.

Este hongo es patdgeno para las cucurbitaceas y el aguacate, causa la pudricion
del tubérculo de Cycas y la pudricién del tallo del maiz. La infeccion y la pudriciéon
del tallo de maiz causado por F. equiseti parece ser por esporas transportadas por
el aire. Es patdgeno para los cereales durante la etapa de plantula y también
causa la pudricion de raices.

Se puede encontrar en todo el mundo, muy frecuente en zonas tropicales y
subtropicales, pero también en las regiones templadas. Tomado de:
http://www.mycobank.org/MycoTaxo.aspx?Link=T&Rec=252761
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CONCLUSIONES

De los residuos del fruto y de la torta de higuerilla (Ricinus communis) se logro el
aislamiento e identificacion de varias especies de microorganismos de
importancia agroindustrial. Bacterias;Bacillus pumilus y Bacillus subtilis.
Levaduras; Rhodosporidium paludigenum y Pichia burtonni. Hongos filamentosos;
Penicillium brevicompactum y Fusarium solani, reportados en la literatura como
posibles degradadores de celulosa.

La identificacion molecular es una metodologia muy sensible, sin embargo los
métodos tradicionales se deben tener en cuenta para lograr buenos resultados en
la identificacion de microorganismos.

En los residuos del fruto y de la torta de higuerilla existe una gran diversidad de

microorganismos que pueden ser empleados en la industria y en diferentes
bioprocesos, contribuyendo de esta manera a mitigar el impacto ambiental
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RECOMENDACIONES

En trabajos de investigacion cuyo objetivo sea la identificacion de
microorganismos Si se cuenta con recursos, es importante utilizar técnicas
de biologia molecular.

Efectuar estudios enzimaticos para evaluar el potencial de degradacion de
compuestos lignoceluldsicos de los microorganismos aislados.

Disefiar estudios sobre la utilizacion potencial de residuos lignocelulésicos

en procesos agroindustriales y de esta forma contribuir a mitigar la
contaminacion ambiental.
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ANEXOS

Anexo 1. Extraccion DE DNA en Levadura

1.

Nookwn

Transfiera 1.5 ml de cultivo liquida de levadura en un tubo eppendorf.
Centrifugar 20,000g (4100rpm) durante 5 minutos.

Afada 200 p de buffer Tritdn/SDS.

Sumerja los tubos en un bafio de etanol de hielo seco durante 2 minutos,
Transferencia a en un 95°C bafio maria durante 1 minuto.

Repita los dos ultimos pasos

Vortex 30 segundos.

Anada 200 pl de fenol cloroformo y 0.3 g de perlas de cristal. vortex 2 minutes
a temperatura ambiente. Adicionar 200 pl de TE (pH 8). Mezclar en vortex
brevemente.

Centrifugue 5 minutes a temperatura ambiente. Para separa la fase acuosay
la fase organica.

Trasferir la fase superior acuosa a un tubo y afiadir 400-1000 de etanol helado
al 100%. Mezclar por inversion o vortex. Incubar a temperatura ambiente, 5
minutos. O bien, precipite el ADN en-20°c para aumentar la produccion.

10. Centrifugue 5 minutos a temperatura ambiente.

11.Remover el sobrenadante con una pipeta de Pasteur por aspiracion.
12.Lavar el pellet con 500 pl etanol 70%.

13. Centrifugue 5 minutos a temperatura ambiente.

14.Remover el sobrenadante. Secar a temperatura ambiente.

15. Suspender el pellet de acido nucleico en 50 pl TE (pH 8.0).
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Anexo 2. Extraccion DNA Bacterias

1. Adicionar 50 puL de ADE a un tubo eppendorf y agregar una colonia.
2. poner a hervir en 1 mL de ADE durante 10 minutos a 95 °C.
3. llevar a nevera a -20 °C.

PURIFICACION PCR BACTERIAS

o o

9.

1. Prepare el gel a 0.8% de Agarosa en buffer TAE 1X.
2.
3. Deje correr la electroforesis hasta que este haya llegado a las % partes

Corra la electroforesis de 3-6 V/cm.

de la camara de corrido.

Coloque con mucho cuidado el gel de agarosa en el transiluminador con
la luz UV encendida, y corte el fragmento de interés que sera aislado (lo
mas delgado posible).

Transfiera el pedazo de gel cortado a un tubo limpio.

Después de cortar la banda tome la fotografia del gel para documentar
el tamafo de la banda que fue purificada.

Adicionar 5 volumenes de buffer de elucién, cierre el tubo y fusione el
gel por incubacioén por 5 minutos a 65°C.

Enfrie la solucién a temperatura ambiente y afiadale un volumen igual
de Fenol a pH 8.0. Haga vortex de la mezcla durante 20 segundos y
recupere la fase acuosa por centrifugacion a 4000 g por 10 minutos.
Extraiga la fase acuosa y después agregue fenol:cloroformo y luego con
cloroformo siguiendo el paso 8.

10. Transfiera la fase acuosa a un tubo limpio de centrifugacion. Adicione

0.2 volimenes de acetato de amonio 10 M y 2 volumenes de etanol
absoluto a 4°C.

11.Almacene la mezcla por 10 minutos a -20°C y después centrifugue a

5000 g por 20 minutos a 4°C.

12.Lave el pellet con 70% de etanol, centrifugue, vote el sobrenadante, deje

secar y disuelva en un volumen apropiado de TE pH 8.0.
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Anexo 3. Protocolo Extraccién de Hongos de Wendland et al. (1996)

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

Crecer el hongo en 5 ml de medio SB durante 3 o0 4 dias en un tubo cénico
de 50 ml.

Filtrar en un papel wahtman en manifold, el contenido del medio hasta que
pase completamente.

Agregue 200 ml de agua destilada estéril y deje pasar en su totalidad hasta
que pase todo el liquido.

Seque con papel absorbente y retire el micelio del hongo y pase a un tubo
eppendorf con 500 uL de Buffer de extraccion.

Incubar a 65°C durante 1 hora.

Agregar 1 pg/ml de RNAsa e incubar por 1 hora a 37°C.

Adicionar Fenol-Cloroformo-Isoamilalcohol (25:24:1) (V/V), y agitar
suavemente hasta formar emulsion.

Centrifugar a 5000 rpm durante 10 minutos.

Recuperar el sobrenadante y agregar solucion de Cloroformo: isoamil:
alcohol (24:1) y mezclar por inversion SUAVEMENTE durante 30 segundos.
Centrifugar a 5000 rpm durante 10 minutos.

Repetir estos dos pasos cuantas veces sea necesario hasta observar el
sobrenadante transparente. De no llegar hasta este estado, lavar sélo tres
veces.

Recuperar el sobrenadante y adicionar 2.5V de etanol Absoluto y 0.3 M de
Acetato de Sodio.

Incubar 1-2 horas a -20°C.

Centrifugar a 5000 rpm durante 10 minutos.

Descartar la solucion y lavar el pellet con Etanol al 70%

Centrifugar a 5000 rpm durante 10 minutos.

Dejar secar a temperatura ambiente.

Adicionar 500 pL de Agua o Buffer TE pH 8.0

Mezclar suavemente e incubar a 60°C por 5 minutos.

Correr electroforesis en agarosa al 1%.
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