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RESUMEN

El ramon (Brosimum allicastrum Swartz) es un arbol nativo de América tropical, que ha
mostrado su enorme potencial para distintos usos biotecnoldgicos. Dado el alto contenido
de almidon de sus semillas, se ha considerado la produccion de bioetanol a partir de estas.
Para ello se requiere el uso de enzimas, como la a-amilasa, capaces de hidrolizar el almidon
en azucares simples fermentables. Estas enzimas son producidas por microorganismos
como hongos y bacterias. Por lo que el objetivo de este trabajo fue aislar, identificar y
caracterizar la microbiota presente en el fruto del ramon. Las identificaciones se hicieron
mediante pruebas morfo-fisioldgicas y moleculares y se evalu6 la capacidad amilolitica de
los microorganismos encontrados. Se obtuvieron en total 69 cepas, de las cuales 43 fueron
hongos (35 levaduras y 8 filamentosos) y el resto fueron bacterias. Ademas, 13 cepas
fueron positivas para la asimilacion de almidon, seis especies de hongos filamentosos
pertenecientes a los géneros Aspergillus (5 especies) y dos cepas de Penicillium citrinum, 4
especies de levaduras: Candida tropicalis, Pichia kudriavzevi, Meyerozyma guilliermondii
y Hanseniaspora guilliermondii y dos aislamientos de la bacteria Curtubacterium citrium.
Las cepas de Aspergillus niger y Candida tropicalis fueron los que presentaron mayor
actividad amilolitica y fermentativa. Por lo que estos microorganismos son prometedores

para futuros estudios de la obtencion de bioetanol a partir de harina de ramon.



ABSTRACT

Brosimum allicastrum Swartz (bread nut) is a native tree from tropical America which had
shown a good potential for different biotechnological uses. For the high starch content of its
seeds, these had been considered for bioethanol production using enzymes as the a-amylase
which is able to hydrolyze starch into simple fermentable sugars. These enzymes are
produced by microorganisms as fungi and bacteria, so the objective of this work was the
isolation, identification and characterization of the microbiota existing in the fruit of B.
allicastrum. Identification were made by means of morpho-physiological and molecular
tests, and it was evaluated the amilolytic capacity of the found microorganisms. It was
obtained a total of 69 strains, form which, 43 were fungi, (35 yeast and 8 filamentous) and
the rest consisted in bacteria. Besides, 13 strains showed to be positive for starch
assimilation, six species of filamentous fungi from genera Aspergillus (5 species) and two
isolates of Penicillium citrinum, four yeast species: Candida tropicalis, Pichia kudriavzevi,
Meyerozyma guilliermondii and Hanseniaspora guilliermondii, and two isolates from the
bacteria Curtubacterium citrium. Strains of A. niger were which presented the higher
amilolytic and fermentative activity. These microorganisms could be useful for future

studies on bioethanol production from bread nut flour.



INTRODUCCION

La generacion de energia depende en gran parte del uso de combustibles fosiles (carbon,
petréleo y gas natural). Debido al incremento en la dependencia de estos combustibles, a su
alto valor econémico, a su agotamiento y a los problemas ambientales ocasionados por su
uso excesivo, como las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI), primordialmente el
CO,, que es uno de los principales gases de la combustion fosil, es que se estan buscando
nuevas fuentes de energia con base en materias primas renovables y amigables con el
ambiente, para mitigar los efectos negativos ocasionados en el mismo por el uso de los

combustibles fésiles [1, 2, 3].

Las energias renovables son consideradas como primarias, limpias, de bajo riesgo e
inagotables, se distribuyen en amplias zonas, por lo que estan disponibles en forma
continua y se clasifican de acuerdo a los recursos naturales que se utilizan para generarlas:
tal es el caso de las energias solar, edlica, hidraulica, geotérmica y bioenergia. EIl uso de
estas energias contribuye a la conservacion de las fuentes no renovables, a la disminucion
del consumo de combustibles fosiles y consecuentemente a la disminucion de las emisiones

de gases de efecto invernadero [4, 5, 6].

Actualmente a la bioenergia se le esta dando una importancia considerable, debido a que se
deriva de la conversion de biomasa (madera y sus residuos, residuos agricolas y
subproductos), que es utilizada directamente como combustible o transformada para la
produccion de gases o biocombustibles para diversos usos. La biomasa utilizada para la
produccién de bioetanol, debe contener una gran cantidad de azlcares simples, almidon o

compuestos lignocelulésicos [5, 7, 8, 9].

El ramon (Brosimum alicastrum Swartz) es un arbol nativo de América tropical, dominante
en las selvas de Centroamérica y tiene una amplia distribucion en Yucatan, donde forma
aparte de la selva baja subcaducifolia. Las investigaciones antropoldgicas sefialan que fue

cultivado intensamente por los mayas para diversos fines, como la alimentacion y la



medicina tradicional [10, 11]. Este arbol posee semillas con un alto contenido de
carbohidratos (76%) del cual el 61% es almidon [12]. Este carbohidrato es el principal
compuesto de almacenamiento de las plantas. La cantidad de almidon presente en las
semillas de ramédn, es semejante a la contenida en otras materias primas empleadas para la
produccion de bioetanol como el maiz (72%) y la yuca (31%) entre otras [8], por lo que las
semillas de ramon podrian ser utilizadas para la produccion de bioetanol. Sin embargo, para
la produccién de bioetanol con base en una materia prima rica en almidon, se necesitan
enzimas (amilosa y amilopectina) que puedan hidrolizarlo en azucares simples
fermentables. Por lo general dichas enzimas son producidas por diversos microorganismos,
por lo que, en el presente trabajo se pretende obtener microorganismos con capacidad
amilolitica aislados del fruto del ramén y evaluar su posible uso en la produccion de

bioetanol a partir de almidén contenido en la semilla de esta planta.



CAPITULO |
1. ANTECEDENTES

1.1. Origen y distribucion del ramoén

El ramén (Brosimum alicastrum Swartz) es un arbol nativo de América tropical y uno de
los &rboles dominantes de las selvas de México y Centroamérica. Se encuentra en México,
Guatemala, Belice, Nicaragua, Colombia, Perud, Venezuela y al Oeste de India [10, 13]. Los
habitats de esta planta son bosques perennifolios himedos y lluviosos. [10, 14, 15], selvas
medianas subperennifolias, media subcaducifolia, alta perennifolia y alta subcaducifolia y

palmar [16].

En México, el ramon se puede encontrar entre los 50 a 80 msnm y se distribuye desde
Sinaloa a Chiapas en las costas del Pacifico, y de Tamaulipas hasta Quintana Roo, por las
costas del Golfo de México y el Caribe; asi como en la cuenca del rio Balsas: que

comprende los estados desde Michoacan hasta Morelos (Figura 1) [10, 17].
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Figura 1. Distribucion geografica del ramén en México [18].



En el estado de Yucatan, este arbol habita en la parte central, sur y oriente (Figura 2) [19,
11], ya que forma parte de la comunidad vegetal de las selvas baja mediana
subcaducifolias. No obstante, es posible observar ejemplares en casi todo el territorio del
estado, ya que constituye una parte importante de los huertos familiares en comunidades
rurales, y es muy aceptado como arbol de ornato en parques, jardines y areas verdes en las
ciudades, por su follaje perenne [11, 19, 20]. Debido a que permanece verde en la estacion
seca y al valor nutricional del follaje (pudiendo presentar entre un 8 y 30% de proteina
cruda) es considerado como alimento para animales domésticos principalmente vacuno y

caprino.

Figura 2. Distribucion del ramén en la Peninsula de Yucatan [18].

Al ramon, recibe, segln la region, diversos nombres comunes como: ox, a-agl, jash,
oxotzin, ramén blanco, ramon colorado, ramén de naranjillo, mojo, moju, osh, 0xo, ramén
de hoja ancha, capomo, ash, axltab, ojito, ojoche, juksapuo, jushapu, capacho, hairi, hairi-
te, huje, jauri, samaritan, samaritano, tlatlacotic, nazareno, lan-fe-la, mojote, ojosh, oshte,

oxitle, ramon de mico, tanumi-tajan, uji, oxotzzin, apomo [13].



1.2. Taxonomia
Segun el Instituto Nacional de Biodiversidad [21] la clasificacion botanica del ramon es la

siguiente:

Reino  Plantae
Division  Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden  Urticales
Familia  Moraceae
Género  Brosimum

Especie  Brosimum alicastrum Sw

1.3. Biologia de la planta

1.3.1. Forma

Arbol silvestre, ornamental, siempre verde, generalmente dioico que puede alcanzar alturas
hasta de 30 a 45 m y tallos de 1.5 m de didmetro, copa redondeada, piramidal y densa,
follaje verde oscuro y denso, con ramas ascendentes; fuste recto, cilindrico, su corteza
externa es lisa en arboles jovenes y escamosa en arboles adultos, delgada y clara [22, 23],
con tonos amarillentos, lenticelas redondeadas o mas largas que anchas. La corteza interna
es de color crema amarillento, fibrosa a granular con abundante exudado lechoso,
ligeramente dulce y pegajoso [24, 23]. Posee de 6 a 10 contrafuertes de 1.5 a 4 m de alto,
redondeados a ligeramente tubulares, aplanados [13]. Este arbol tiene una gran variabilidad
en cuanto a la altura, el didmetro del tronco, fecha de floracion, tamafio y apariencia de las

semillas, hojas y corteza [13, 25].

1.3.2. Hojas
Las hojas tienen laminas de 7 a 14 cm de largo, son alternas y simples. Su consistencia es
coridcea, de forma ovalada a oblonga, aunque pueden ser lanceoladas, con margen entero.

El color es verde oscuro en el haz, y verde grisaceo blanquecino en el envés, debido a la



presencia de numerosas escamas blancas entre el tejido de las nervaduras. Son glabras en
ambas superficies, con una nervadura submarginal a lo largo de los bordes, apice agudo
acuminado, especialmente en las hojas jovenes, la base es obtusa, aguda o truncada. El
peciolo es corto, grueso, de 0.5 cm de largo, con estipulas puntiagudas, al caer, deja una
cicatriz que no rodea todo el tallo [15, 18, 26]. En las axilas de cada peciolo hay una yema
florifera [26].

1.3.3. Flores

Las inflorescencias son globosas y se forman en cabezuelas axilares de 1 cm de diametro.
Tienen peddnculos de 1-5 mm de largo, glabros [26]. EI ramén es un arbol monoico, con
flores hermafroditas, y dioicos solo con flores femeninas. Las flores se producen en pares

por cada axila y en ocasiones de tres a varias flores por axila [27].

1.3.4. Frutos

Los frutos son drupas de sabor y olor dulce, casi redondas, de color verde amarillento a
anaranjado en completa madurez, que se originan en las axilas de las hojas. Su diametro
varia de 2 a 3 cm. Constan de pericarpio y mesocarpio un poco carnoso, y presentan
numerosas escamas blancas en la superficie de la cubierta. Apenas cae el fruto al suelo, se

pudre y aparece una semilla [18, 26, 28, 19].

1.3.5. Semillas

Las semillas son esféricas y aplanadas en ambos extremos, llegando a medir hasta 13 mm
de largo y 20 mm de ancho, estan cubiertas por una testa papirdcea amarillenta, los
cotiledones estan uno sobre el otro, son verdes, gruesos y feculentos. La semilla fresca tiene
45 a 55% de humedad [23, 19]. Su capacidad germinativa es de 84 a 97.7%, el periodo de

germinacion varia entre 8 hasta 24 dias [29, 23].

1.4. Fenologia del ramén
Segun Berg [23], se le considera como un arbol perennifolio sin embargo también se le

considera como caducifolio, la floracion se da principalmente entre los meses de octubre a



febrero. La maduracion de los frutos se lleva a cabo en los meses de marzo y mayo. Cuando
los arboles se reproducen sexualmente (semillas) fructifican a los 5 afios y cuando se
reproducen asexualmente (estacas) en menos de 5 afios. En el caso de la polinizacion se
considera anemofila. Sin embargo en el estudio realizado por Huchin [27] el ramon en la
Peninsula de Yucatan florece casi todo el afio, la fructificacion se da entre marzo y
septiembre, también menciona que el desarrollo de los frutos dura aproximadamente 91

dias hasta la maduracion y observd la presencia de abejas y avispas en la etapa de floracion.

1.5. Clima, topografia y suelos

El ramon se encuentra en areas muy himedas de la zona tropical y subtropical, en sitios con
un nivel de precipitacion anual de 600 a 4000 mm y temperatura media anual de 18 a 25°C.
Resiste la fuerza de los vientos tanto de huracanes fuertes como de vientos septentrionales

frios y a veces himedos [25, 30, 31].

En la Peninsula de Yucatan, la especie crece en suelos de tipo redzina, cuyos nombres
locales son tzekel, kancab y bosh luum, en los cuales, el agua es el factor que determina el

tipo de vegetacion presente [32].

1.6. Usos generales

Desde el tiempo de los antiguos mayas hasta la actualidad todas las partes del ramoén
(frutos, semillas o “nuez”, madera, hoja y latex) han sido utilizadas con diversos fines. La
semilla en particular, es ampliamente reconocida por su valor nutritivo y es utilizada como
suplemento alimenticio y como sustituto de la papa, castafias y café. Ademas junto con el
latex se han utilizado en la medicina popular. Con el fruto se preparan mermeladas y las

hojas son usadas como alimento para animales [10, 15, 33].
Ademas el arbol es utilizado como cercas vivas, cortinas rompevientos, como sombra para

el cultivo del café; y la madera se puede utilizar como combustible (lefia), mangos de

herramientas y muebles para el hogar [15, 28].
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1.7. Importancia del cultivo del ramoén

El ramon protege el suelo, los cuerpos de agua y la biodiversidad, también es una especie
promisoria para la restauracion ecologica. Por sus caracteristicas fisiologicas se pueden
establecer en selvas secundarias, donde las condiciones luminicas son bajas, por lo que su
crecimiento es lento. Constituye parte del dosel de la selva, en donde bajo el fuste de los
arboles masculinos existe un diversidad de plantas, lo cual favorece la regeneracion y
coexistencia de otras especies, en el caso de los arboles femeninos se encuentra baja
diversidad de plantas, esto debido a que predominan las plantas de esta especie [18].
También es importante en la composicién floristica de las selvas bajas y medianas ya que

las hojas y frutos son alimentos para animales silvestres [15, 19, 34].

1.7.1. Importancia de la semilla del ramén
A pesar de sus multiples propiedades, actualmente de este arbol solamente se aprovecha el
follaje como alimento para animales de corral, desperdiciando los frutos y las semillas que

contienen gran cantidad de carbohidratos como se observa en la tabla 1.

Tabla 1. Contenido de macronutrientes de las semillas de ramén.

Proteina  Carbohidratos Fibra cruda Lipidos Energia
% de humedad Fuente

@) ()N (@) @"  (Kcal)™

1238 46 361 40-50 [11]
11.4 76.10 6.2 160 363 6.5 [35]
4.96 72.25 4.96 110  347.86 5.88 [12]
1.76 11.37 1.7 0.77 59 [36]

*g por 100 g de muestra " Kcal por 100 g de muestra

1.8. Almiddn
El almidon es el carbohidrato esencial de la reserva de las plantas vasculares y es utilizado
por éstas en su crecimiento. Es una fuente importante de calorias en la dieta humana, y su

abundancia como compuesto natural sélo es superada por la celulosa [37, 38].
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El almiddn se ha encontrado en bacterias, protozoarios y algas, pero principalmente en las
plantas. Se puede encontrar en forma de granulos insolubles en las células, tejidos vegetales
y 6rganos de almacenamiento (tubérculos, rizomas y semillas). A pesar de la existencia de
una gran cantidad de plantas que producen esta molécula, sélo unas pocas son consideradas

para el procesamiento industrial del almidén como: maiz, yuca, papa y trigo [38]

Los granulos del almidon son estructuras macromoleculares, semicristalino ordenadas en
capas. La uniéon de la amilosa y la amilopectina dan origen al granulo de almidén
semicristalino [39]. Las variaciones de los granulos en cuanto a tamafio, forma,

distribucion, y composiciéon, dependen del origen botanico del que provienen [40, 41].

1.8.1. Estructura del almidén
Los dos componentes de los granulos de almidén son la amilopectina y la amilosa,
polimeros de unidades de a-D-glucosa [37, 39] que representan entre el 98-99% del peso

seco del almidon, la relacion de los dos componentes depende de su origen botanico [39].

La amilosa es un polimero lineal, largo formado por moléculas de D-glucosa unidas por
enlaces o-(1, 4), que representan aproximadamente el 99% de la estructura y 1% de
ramificaciones unidas por enlaces a-(1-6), y se encuentran de forma espaciada e
infrecuente, permitiendo observar su comportamiento lineal [42, 43]. Cada cadena contiene
de 200 a 700 moléculas de glucosa. Aunque la amilosa es el componente de menor
importancia en los granulos, su influencia es importante en las propiedades del almidén
(Figura 3) [44].
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Figura 3. Estructura de la molécula de amilosa [39].

La amilopectina es mucho mas larga que la amilosa, esta fuertemente ramificada con
aproximadamente 95% de enlaces a-(1-4) y 5% de enlaces a-(1-6). Es el principal
componente de los almidones abarcando 70% de su contenido, tiene una distribucién
amplia y muchos enlaces ramificados (Figura 4) [44, 45, 39].

Figura 4. Estrcutura de la molecula de la amilopectina [39].

1.8.2. Amilasas

Las enzimas son proteinas producidas por los organismos vivos para realizar reacciones
bioquimicas especificas, forman parte de los procesos metabolicos de la célula y son
altamente especificas en su accion sobre los sustratos. El 65% de las enzimas en el mercado
mundial son amilasas [38]. La a-amilasa es una enzima que degrada los poliglucosidos con
enlaces a-(1, 4) glucosidicos, como el almidon y el glucdgeno. Estas enzimas tienen varias
aplicaciones en la industria del papel, asi como en las de alimentos (industria cervecera,

panaderia) y farmacéutica [38, 46].
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Las amilasas microbianas son de gran importancia, ya que han sustituido casi por completo
la hidrdlisis quimica del almidén en la industria. La importancia de su aplicacion en
diferentes areas se debe a que son mas estables que las que se aislan de las plantas o
animales. Las enzimas que han predominado en los sectores industriales son las aisladas de

fuentes fungicas y bacterianas [47, 46].

1.9. Aplicacion de microorganismos en la industria

Existen microorganismos que tienen un papel importante en la industria alimenticia, debido
a que la mayoria de los alimentos que consumimos son producidos o mejorados por la
accion de estos microorganismos, como por ejemplo: el queso, pan, yogurt, los productos

alcohdlicos, etc., son producidos por fermentaciones microbianas [48].

Para la produccion de energias renovables, los microorganismos son muy importantes en
cuanto a la produccion de energia “limpia”, como por ejemplo la produccién de gas natural
el cual es producido por la actividad de bacterias metanogénicas. Igualmente para la
produccién de biocombustibles los microorganismos juegan un papel importante tanto en el
proceso fermentativo para la produccién de etanol como en los procesos de pretratamientos
de materias primas complejas con altos contenidos de almidén y celulosa [48].

1.9.1. Microorganismos amiloliticos

Existe una gran diversidad de microorganismos que producen enzimas amiloliticas con la
capacidad de degradar moléculas de amilopectina y amilosa. Entre los microorganismos
que poseen esta capacidad se encuentran las bacterias, las levaduras y algunos hongos

filamentosos [49].

Los hongos y bacterias son la principal fuente de produccion a nivel industrial de enzimas
amilasas. Un ejemplo de esto, es la obtencion de a-amilasa a partir de Aspergillus niger, la
cual es muy utilizada en la licuefaccion de almidén para la produccién de bioetanol. Debido

a la diversidad estructural de estas enzimas y al desarrollo en la ingenieria genética se han
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podido manipular los microorganismos para sobre-expresar los genes involucrados en la

produccion de las enzimas [46, 50].

1.10. Identificacion morfoldgica de microorganismos

Tradicionalmente, la aparicion de microorganismos en un entorno determinado o en un
proceso industrial, ha conllevado la necesidad de su identificacion, que generalmente se
realiza por métodos basados en su cultivo, mediante la observacion de sus caracteristicas
morfo-fisiologicas, como por ejemplo, el crecimiento, tamafio, color, forma, entre otras, sin
embargo, este tipo de identificacion tiene limitantes, pues la expresion de estas
caracteristicas puede estar influida por las condiciones ambientales [51, 52, 53].

En el caso de levaduras existen diferentes pruebas para la identificacion fenotipica como:
fermentacion de azlcares, crecimiento en diferentes fuentes de carbono y nitrégeno,
crecimiento a diferentes temperaturas, asimilacion de fuentes de carbono, requerimientos de
vitaminas, resistencia a cicloheximida, actividad ureasa, produccién de acido acético,
asimilacion de almiddn, tolerancia a etanol, etc. [54, 55]. Sin embargo estas pruebas son
muy laboriosas y requieren de mucho tiempo, y experiencia en el area. Una alternativa para
estas pruebas es el uso de microplacas, como el kit APl 32C BioMerieux ((Marcy-1’
Etoile/France), que contienen 31 fuentes de carbono que hacen mas rapido la identificacion
de levaduras, aunque una de las desventajas de estos Kits es que son mucho mas sensibles
que las pruebas convencionales, por lo que se debe tener precauciéon al preparar el indculo y
al momento de inocular los pozos, ya que los falsos positivos son mas frecuentes que en las
pruebas convencionales, otra desventaja de estos kits es que la base de datos es restringida,
por lo que la identificacion debe realizarse en conjunto con las pruebas convencionales y
utilizando las claves y las diagnosis de monografias especializadas de identificacion como
las de Barnnet, et al., [55] y Kurtzman, et al., [54]. Para una identificacion més certera se
realiza una identificacion polifasica introduciendo los resultados de las pruebas
tradicionales, del API y las moleculares (secuencia), en la base de datos de la Coleccion

Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS).
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Los métodos clasicos para la identificacion de bacterias se basan en diferentes pruebas
bioquimicas y morfoldgicas. Entre estas pruebas podemos mencionar algunas como: la
tincién de Gram, formacion de pigmentos, produccion de catalasa y oxidasa, metabolismo
oxidativo y/o fermentativo de la glucosa, fermentacion y asimilacion de diferentes fuentes
de carbono, reduccion de nitratos, y actividad enzimatica, actividad ureasa, produccion de
gases, etc. [56, 57, 58, 59, 60].

Para la identificacion de hongos los criterios que se toman en cuenta son: la observacion
microscopica de sus estructuras vegetativas y reproductivas (hifas, esporas sexuales,
conidiéforos, esporangios, estructuras especializadas, etc.) y macroscopica (textura,
aspecto, crecimiento, coloracion), estas caracteristicas son suficientes para sugerir el género
al que pertenece un determinado hongo, consultando claves morfométricas utilizadas para
la identificacion de hongos, en ocasiones se puede llegar hasta especie consultando las
descripciones de la especie en monografias especializadas [56, 61].

Sin embargo, los métodos tradicionales en muchas ocasiones tienen limitaciones que se
reflejan en su poder resolutivo a nivel de especie, ademas que son muy laboriosos, tardados
y se requiere de mucha experiencia en cuanto al conocimiento taxondmico basico [62, 63],
debido a esto es necesario la utilizacion de métodos rapidos, sensibles y precisos para la

identificacion exacta de los microorganismos.

1.11. Identificacion molecular de microorganismos

Desde finales de la década de los 80 del siglo pasado, se han desarrollado técnicas de
biologia molecular que han revolucionado la taxonomia de los microorganismos
permitiendo la reclasificaciobn de muchas especies. Entre ellas estan las basadas en el
analisis de genes ribosomales como: 16S, del 5.8S, dominio D1/D2 de la subunidad grande
ribosomal, B tubulina, etc, [53, 64, 65, 66]. Dichas técnicas tienen varias ventajas sobre las
morfo-fisiologicas, entre las que se pueden mencionar, su reproducibilidad, no estan
influidas por el ambiente, alta resolucion tanto intra como interespecifica, rapidez y

confiabilidad.
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Para una mayor certeza en la identificacion de los microorganismos, en la actualidad se usa
el anélisis polifasico que se basa en la combinacion de herramientas moleculares con las

pruebas morfo-fisioldgicas [67].
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1.12. Justificacion

La tendencia actual hacia el uso de los biocombustibles como alternativa energética ha
llevado a la bdsqueda de fuentes de materia prima que no estén involucradas directamente
en la alimentacién, en este marco destaca la especie Brosimum alicastrum Sw (ramén) que
es un arbol diseminado en México y Centro América, con una alta produccion de semillas
(50-75 Kg de fruto/afio) las cuales contienen un elevado porcentaje de almidon (61%), lo
que hace un buen candidato para la produccion de biocombustibles, especificamente de
etanol a partir de su harina. De acuerdo a ello, la identificacion de especies de
microorganismos aislados de la microbiota nativa asociada al fruto del ramoén podria
favorecer la obtencién de cepas con propiedades amiloliticas que puedan ser utilizadas en

los procesos de licuefaccion y sacarificacion de materias primas ricas en almidén.
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1.13. Hipotesis
Debido a que uno de los compuestos importantes de la semilla de ramon es el almidén es

probable que en su microbiota nativa exista al menos una especie con propiedades

amiloliticas y fermentativas.

19



1.14. Objetivo general

Aislar e identificar la microbiota presente en el fruto del ramén (Brosimum alicastrum) y

evaluar su potencial para la produccion de bioetanol.

1.14.1. Objetivos especificos

1. Aislar los microorganismos asociados al fruto del ramon.

2. ldentificar morfoldgicamente los hongos filamentosos.

3. Caracterizar e identificar por pruebas morfoldgicas y bioquimicas los aislados de

bacterias y levaduras obtenidos del fruto del ramon.
4. Corroborar mediante técnicas moleculares (secuenciacion) la identidad, a nivel de

especie, de los aislados de bacterias, hongos filamentosos y levaduras obtenidos del

fruto de ramoén.
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CAPITULO 11
MATERIALES Y METODOS

2.1. Estrategia experimental

Colecta de
material

Aislamiento y
purificacion de
microorganismos
[ Caracterizacion ] [ Identificacion ]
Bioquimica -
quin ‘y Morfoldgica Molecular
morfo-fisiologica -
| f H 7 Amplificacion de regiones
ongos i
. : énicas de hongos
Levaduras Bacterias e, g o-
[ o I L filamentosos levaduras y bacterias (ITS,

D1/D2, 165)

Figura 5. Estrategia experimental realizada para este estudio.

2.2. Colecta de material
La colecta de los frutos del ramon se realizé en el municipio de Mérida, Yucatan y en el
municipio de Hopelchén, Campeche. Las muestras colectadas se depositaron en bolsas de

plastico y se llevaron al laboratorio GeMBio para su analisis.

2.3. Aislamiento y purificacion de la microbiota
Los frutos se enjuagaron con agua destilada para retirar los residuos de polvo y se seco el

exceso de agua con toallas de papel estériles. Posteriormente se separ0, con ayuda de una



pinza y un bisturi estéril, el pericarpio, la testa y la semilla (Figura 6). Los tejidos se
desinfectaron superficialmente con una solucién acuosa (2/1 v/v) de hipoclorito de sodio
comercial al 2% y se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril. Con ayuda de un
bisturi esteril los diferentes tejidos se cortaron en pequefios pedazos, que se colocaron en
magentas estériles a las cuales se les agregé 10 ml de agua peptonada (Peptona, Tween.
Anexo 1) se dejaron incubar a 28 + 2 °C durante 30 min., para posteriormente realizar el

aislamiento de la microbiota.

Figura 6. Separacion de los tejidos: a) fruto; b) pericarpio; c) testa; d) semilla.

El aislamiento de la microbiota se realizd mediante diluciones decimales seriadas, para ello
se tomaron 500 pl de la solucién stock de las cAmaras humedas y se transfirieron a otro
tubo que contenia 4.5 ml de agua destilada estéril, a partir de esta dilucion (1/10) se
hicieron diluciones decimales hasta una dilucién de 10°. Se tomaron 100 pl de las
diluciones de 10%-10° para sembrar por extensién en placa, por triplicado, en diferentes
medios de cultivo, segin el microorganismo que se quisiera recuperar. Para hongos y
bacterias se utiliz el medio PDA (Papa dextrosa agar, Bioxon, México; Anexo 1); para las
levaduras el medio nutritivo WLA (Medio nutritivo de Wallenstein, Difco, EUA; Anexo 2)
adicionado con cloranfenicol (0.1 gr.) (Sigma-Aldrich, EUA). Las placas se sellaron e

incubaron a 28°C por varios dias.
Las placas se observaron cada 24 horas, por tres dias, con un microscopio estereoscopio,

con el fin de aislar las colonias con morfologia diferente en nuevas placas con medios de

cultivo que varié en dependencia del microorganismo. Para bacterias se utilizd6 medio NBY
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(Caldo nutritivo, Extracto de levadura, Agar; Anexo 3), para hongos PDA 'y para levaduras
GELPA (Glucosa, extracto de levadura, peptona, agar; Anexo 2).

A los aislamientos se les puso una clave de acuerdo al tejido aislado y tipo de
microorganismo, a los aislamientos del municipio de Mérida se les antepuso una R y a los

del municipio de Hopelchén una C.

2.4. ldentificacidn y caracterizacion

2.4.1. Identificacion morfoldgica de hongos filamentosos

Para la observacion de las estructuras reproductivas en el microscopio éptico se realizaron
preparaciones semipermanentes con azul de lactofenol y preparaciones permanentes con
glicerina y azul de lactofenol. Para la identificacion hasta género se utilizaron las claves
dicotémicas de Barnett y Hunter [68], Watanabe [69].

2.4.2. Caracterizacion morfo-fisiologica de levaduras

Para la caracterizaciébn morfoldgica de los diferentes aislados, los cultivos puros se
sembraron en medio WLA, para observar las caracteristicas macroscopicas de las colonias
(borde, textura y color) y sus caracteristicas microscépicas (forma y tamafio de las células).
Esto se hizo con cada asilamiento, con el fin de agrupar los semejantes.

La caracterizacion fisiologica y bioquimica de los diferentes aislamientos se realiz6 de

acuerdo con la metodologia de Yarrow [70]:

e Fermentacion de diferentes fuentes de carbono, se emplearon 7 fuentes de carbono
(Glucosa, galactosa, sacarosa, maltosa, lactosa, rafinosa y almidén);

e Asimilacion de compuestos de carbono utilizando las galerias APl 32 C BioMériux
(Marcy-1" Etoile/France), siguiendo las instrucciones del fabricante; el resto de las
pruebas requeridas en la metodologia de Yarrow [70], se realizaron de forma manual.

e Tolerancia a diferentes temperaturas para determinar el crecimiento de los cultivos a 30,
36 y 40 °C en medio GELP (Anexo 3.4).
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e Tolerancia a etanol: Se siguié la metodologia de Lachance [71], utilizando el medio
YMA (Extracto de Levadura-Extracto de Malta; Anexo 2) adicionado con 8% de
glucosa y diferentes concentraciones de etanol absoluto con incrementos seriados del 1%
6, 7, 8,9, 10 %), debido a que algunos aislamientos aun tenian crecimiento en las

concentraciones de 10% se decidio incrementar la concentracion a 11y 12%.

2.4.3. Caracterizacion morfo-fisiologica de bacterias

Se evaluaron las caracteristicas macroscépicas (color, tamafio, forma, borde, elevacion,
aspecto y consistencia) de la colonia y microscopicas (tamafio, forma y arreglo) de las
estructuras de acuerdo a la metodologia de Holt [60] y Schaad [72], para realizar una

identificacion hasta género.

2.4.3.1 Tincion de Gram

Esta técnica también llamada tincién diferencial, es usada para la determinacion de la
forma, tamafio y agrupacion celular de las bacterias, es de considerable valor para la
identificacion y clasificacion de bacterias ya que las separa en dos grandes grupos, Gram
positivas y Gram negativas, por lo que esta prueba tiene un valor taxonémico importante
[73,72].

Se realiz6 un frotis de las colonias puras en un portaobjetos y se dejé secar para aplicar los
colorantes. Primero se agrego el cristal violeta y se dejé actuar por un minuto, se escurrié el
colorante y se enjuag6 con agua destilada, se afiadié una solucién de Lugol, se dejo actuar
por un minuto y se enjuagd con agua destilada, se decoloré con isopropanol, para quitar el
exceso del colorante, se lavd con agua destilada para eliminar el isopropanol y por ultimo
se afiadio la solucion de safranina, se dejo actuar por un minuto, se lavo con agua destilada,
se secd a temperatura ambiente (TA) y se observo en el microscopio. Las bacterias Gram

positivas adquirieron un color azul-violeta y las Gram negativas un color rojo.
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2.4.3.2 Produccion de pigmentos en medio KB

El medio B de King (KB; Anexo 3) es un medio diferencial que permite distinguir a las
bacterias fluorescentes como Pseudomonas del resto de las bacterias, en esta prueba se
considera positivo si aparece un color verde o azul fluorescente en el medio KB y negativo
si no se observa tal florescencia a los 6 dias en observacion [60, 72, 74]. Con un asa se
tomo parte de un cultivo puro de 24 horas de crecimiento en medio NBY y se estri6 en
cajas de Petri con medio KB, se incubaron a 28 °C, a las 24 o0 48 horas con una lampara de

luz ultravioleta se observaron las colonias y se registraron los resultados.

2.4.3.3. Coloracién de las colonias (YDC)

Con un asa se tomo parte del cultivo bacteriano (24 horas en medio NBY), se estrid en el
medio YDC (Anexo 3), se incubd a 28 £ 2 °C por 24 horas, al paso de este tiempo se
evalto la prueba observando la coloracion que presentaban las colonias (amarillas o

blancas).

2.4.3.4. Hidrdlisis de ureasa

De un cultivo de 24 horas de crecimiento en medio NBY, se tomd una asada bien cargada,
para inocular tubos con medio de Urea (Anexo 3). Se incubaron a 28 £2 °C, a las 24 o0 48
horas el cambio de color del medio de amarillo a rojo indicé que la prueba era positiva, y si

el medio permanecia de color rosa o amarillo la prueba se considerd negativa.

2.4.3.5. Prueba de oxidasa

Con un hisopo con N, N, dimetil p-fenilendiamina al 1%, se froto el cultivo bacteriano de
24 horas de crecido en medio NGA (Anexo 3), se dejo actuar el reactivo por 10 segundos.
El crecimiento bacteriano positivo adquiere una coloracion purpura, pero después de 60

segundos si no se observaba coloracion, la prueba se considerd negativa.
2.4.3.6 Metabolismo oxidativo y/o fermentativo de la glucosa (Hugh-Leifson)

Esta prueba es para detectar el tipo de metabolismo de las bacterias, usando el indicador

acido-base (azul de bromotimol), cuando existe una oxidacion de la glucosa, la bacteria en
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condiciones aerdbicas produce &cido a partir de este carbohidrato, presentando un cambio
de coloracion en el medio de cultivo de azul a amarillo. En la fermentacion la bacteria en
condiciones anaerobicas es capaz de metabolizar la glucosa y de la misma forma se

presenta un cambio de coloracion de azul a amarillo en el medio de cultivo [60, 73].

Se prepararon tubos con medio Hugh-Leifson (Anexo 3), a los cuales se les adiciond 0.5 ml
de una solucién acuosa de glucosa al 10%. Se inocularon dos tubos por aislamiento, un
tubo se cubrid con aceite cristal, todos los tubos se incubaron a 28 +2 °C de 24 a 48 horas,

transcurrido este tiempo se evaluaron los tubos y se registré el resultado.

2.4.3.7 Crecimiento a 30 y 40 °C

Se prepar6 el medio NBY liquido (Anexo 3), se dosificaron 10 mL del medio en tubos de
20 mL, con un asa se tomo parte del cultivo bacteriano y se inocularon dos tubos por
aislamiento, un tubo se incubé a 30 °C y el otro tubo a 40 °C, la prueba se evalué a las 24 y

48 horas, y se observo la turbidez en el medio.

2.5. Hidrdlisis de almidon
A todos los microorganismos aislados (bacterias, hongos filamentosos y levaduras) se les
realizo la prueba de hidrélisis de almidén en placa y en medio liquido.

Para la prueba en placa los aislados se sembraron por la técnica de puncion en el centro de
la placa de medio de ELAA (Extracto de levadura-almidon-agar; Anexo 4). Se incubaron a
28 °C por 3 dias, al paso de este tiempo las placas se inundaron con Lugol. La prueba se

consider6 positiva si se observaba un halo hialino alrededor del cultivo [75, 76].

Para la prueba en liquido se prepard almidén al 0.5% (p/v), 4.5 ml de esta solucion se
dispensaron en tubos de ensayo de vidrio de 10 ml, y se esterilizaron en autoclave a 121 °C
por 15 min., bajo condiciones asépticas a cada tubo se le adicionaron 0.5 ml de base

nitrogenada (Difco). Cada uno de los tubos se inoculé con una asada de un cultivo de 24 hrs
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y se incubaron a 28 °C por cuatro dias, al cabo de este tiempo se evalio la prueba
adicionando dos gotas de Lugol (Sigma-Aldrich) en los tubos, agitdndolo.

Aquellos tubos en los que se obtuvo una coloracidn violeta intensa al afadir el reactivo se
considerd que el microorganismo utilizado para realizar la prueba no present6 actividad
amilolitica, mientras que aquellos, en los que se observaron coloraciones violaceas, se
considerd que los microorganismos evaluados si presentaron cierta capacidad amilolitica,

pero que no lograron hidrolizar por completo el almidén.

2.6. Identificacion molecular

2.6.1. Aislamiento de ADN

Con ayuda de un asa se resuspendieron células de levaduras o bacterias o el micelio y
esporas de los hongos, provenientes de cultivos puros de 3 dias crecidos en medio GELPA,
de NBY o PDA respectivamente, en 1000 pl de agua destilada estéril. Las suspensiones se
colocaron en tubos Eppendorf de 2 ml para su lisis térmica y mecanica mediante
tratamientos de congelacién y descongelacion sucesivas a -80°C, y 65 °C, respectivamente

y agitacién en vortex de 3 a 5 minutos entre cada intervalo, esto se repitié 5 veces

La extraccion del ADN gendmico se realiz6 de acuerdo con el protocolo de Tapia-Tussell

etal., [77], el que se describe brevemente a continuacion:

1.- Se transfirieron 300 pl de la suspensién obtenida a un tubo Eppendorf de 2 ml nuevo y
estéril, se afiadieron 800 ul de buffer de lisis SDS (Tris base 50 mM, NaCl 250 mM, EDTA
50 mM pH 8.0, SDS 0.3% (v/v)), 15 ul de RNAsa A (10 mg/ml, Invitrogen, EUA) y 15 pl
de Proteinasa K (Invitrogen, EUA). Se mezcl6 vigorosamente en vortex.

2. Se incubd a 65 °C durante 60 min, se agitd en vortex por 5 min. y se enfrié a TA. Se
afiadieron 600 pl de cloroformo y se mezclaron suavemente por inversion durante 10 min.
3. Se centrifug6é a 13000 rpm por 10 min a TA. Se transfirieron entre 500 a 700 ul de
sobrenadante a un tubo nuevo de Eppendorf de 2 ml estéril y se adicionaron 700 pl de

isopropanol frio.

27



4. La mezcla se agitd mediante inversion suave y se colocé a -80 °C por 10 min 0 a -20 °C
por 15 min.

5. Se centrifug6 a 13 000 rpm por 5 min a TA. Se decanté el sobrenadante y se lavo el
precipitado con 500 pl de EtOH al 70% (v/v). El cual posteriormente se decantd y la
pastilla se dejo secar a TA durante 20 min en campana de flujo laminar. Se resuspendio el
ADN obtenido en 50 ul de buffer TE (Anexo 5) o H,O dd estéril.

2.6.2. Calidad, integridad y cuantificacién del ADN

La determinacion de la integridad de ADN se realiz6 a través de electroforesis en geles de
agarosa (Invitrogen) al 0.8% (p/v), tefildo con bromuro de etidio (SIGMA-ALDRICH,
EUA). Las muestras se corrieron en amortiguador TBE 1X (Tris-Borato-EDTA) a 90V por

30 minutos.

Los geles se visualizaron en un transiluminador UVP LabWorks 4.0 (Imaging and analysis
software). Las imagenes se digitalizaron y procesaron con el programa UVB Biolmaging

Systems.

La cuantificacion del ADN se realizé en un espectrofotémetro (Eppendorf Biophotemeter,
EUA) segun el método descrito por Sambrook et al., [78], el cual se basa en la medicion de
la absorbancia de luz ultravioleta que se obtiene a una longitud de onda de 260 nm,
permitiendo calcular la concentracion de los acidos nucleicos en la muestra y a 280 nm se
puede determinar si existen contaminantes proteicos en la muestra. La relacién entre las
lecturas de absorbancia a 260/280 nm (DOgg0/280) indica la pureza de los &cidos nucleicos

extraidos.

2.6.3. Amplificacion de las regiones génicas

2.6.3.1. Amplificacion de la region ITS-5.8S para identificacion de hongos
filamentosos

La region ITS-5.8S se amplifico con los iniciadores universales ITS1 (5-TCC GTA GGT
GAA CCT GCC G-3") e ITS4 (5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3") (Figura 7) [79].
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Las reacciones se realizaron de acuerdo con el protocolo de Naumova, et al., [80] las cuales
se describen a continuacion: el volumen final de las reacciones fue de 25 pl, que contenian
50 ng de ADN genomico, 1X de amortiguador de PCR (Invitrogen, EUA), 0.20 mM de
dNTPs (Invitrogen, EUA), 1.5 mM de MgClI; (Invitrogen, EUA), 1 uM de cada iniciador y
1U de Taq polimerasa (Invitrogen, EUA). La amplificacion del ADN se realiz6 en un
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Perkin Elmer), de la siguiente manera: un paso
de desnaturalizacion inicial a 94 °C por un min, seguido por 30 ciclos a 94 °C por 60 s, 58

°C por dos min'y 72 °C por 60 s y un ultimo paso de extension a 72 °C por 5 min.

Los productos de amplificacion se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa
(Invitrogen) al 1.5 % (p/v) tefiidos previamente con bromuro de etidio. La corrida se realizd
en amortiguador TBE 1X (Tris-borato-EDTA) a 100V por 45 min. Se utilizé un marcador
molecular de escalera (1Kb plus) (Invitrogen), los geles se visualizaron en el
transiluminador UVP LabWorks 4.0 (Imaging and analysis software). Las imagenes se

digitalizaron y procesaron con el programa UVB Biolmaging Systems.

ITE3M = ITS3 4 _
__18s ST 555 ENIET) 265 |
4= |T52 -4 T34

Figura 7. Representacion esquematica de la region 1TS-5.8S utilizada para la identificacion
de hongos.

2.6.3.2. Amplificacion del dominio D1/D2 de la subunidad larga del gen 26S ADNr
para la identificacion de levaduras

La identidad de los aislados seleccionados se corroboro por el analisis de la secuencia de
bases del Dominio D1/D2 del gen 26S ADNr, que se amplificd con los iniciadores
universales NL1 (5°GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAA G-3) y NL4 (5°GGT
CGG TGT TTC AAG ACG G-3) [81] (Figura 8).
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Figura 8. Representacion esquematica del dominio D1/D2 en la subunidad grande del gen

robosomal 268S.

La reacciones de PCR se realizaron de acuerdo a Libkind et al [82]. El volumen final de las
reacciones fue de 50 pl, que contenian 50 ng de ADN gendmico, 1X de amortiguador de
PCR (Invitrogen, EUA), 0.25 mM de dNTPs (Invitrogen, EUA), 2 mM de MgCI?, 1 uM de
cada iniciador y 1 U de Taq ADN polimerasa (Invitrogen, EUA)

La amplificacion del ADN se realiz6 en un termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Perkin Elmer) y consistié de un primer paso de desnaturalizacion inicial a 95 °C por 12
min., seguido de 40 ciclos a 94 °C por 60 s, 52 °C por 55 sy 72 °C por 2 min. y un paso
final de extension a 72 °C por 5 min. Los productos de amplificacion se separaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1.5 % (p/v) tefiidos previamente con bromuro de etidio,
la corrida se realiz6 en amortiguador TBE 1X (Tris-borato-EDTA) a 100V por 45 min.. Se
utiliz6 un marcador molecular de escalera (1Kb plus) (Invitrogen), los geles se visualizaron
y digitalizaron en un transiluminador UVP LabWorks 4.0 (Imaging and analysis software).

Las iméagenes se digitalizaron y procesaron con el programa UVB Biolmaging Systems.

2.6.3.3. Amplificacion de gen 16S del ADNr para identificacion de bacterias

La identidad de las cepas seleccionadas se corrobor6 por el analisis de la secuencia del gen
16S del ADNr que se amplificd con los iniciadores 16SS (5’AGA GTT TGA TCC TGG
CTC-3) y 16SR (5"CGG GAA CGT ATT CAC CG-3) (Figura 9) [83].

IS
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Figura 9. Representacion esquematica del gen 16S ribosomal [84].
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El volumen final de las reacciones fue de 25 ul, que contenian 50 ng de ADN gendmico,
1X de amortiguador de PCR (Invitrogen, EUA), 0.20 mM de dNTPs (Invitrogen), 1.5 mM
de MgCl,, 1 uM de cada iniciador y 1U de Taq polimerasa (Invitrogen). La amplificacion
del ADN se realizo en un termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Perkin Elmer) con
un paso de desnaturalizacion inicial a 94 °C por cinco min., seguidos por 30 ciclosa 94 ° C
por 60 s, 59 ° C por 30 sy 72 ° C por 60 s y un ultimo paso de extensién a 72 ° C por 10

min.

Los productos de amplificacion se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al
15 % (p/v) tefiidos previamente con bromuro de etidio, la corrida se realizd en
amortiguador TBE 1X (Tris-borato-EDTA) a 100 V por 45 min. Se utiliz6 un marcador
molecular de escalera (1Kb plus) (Invitrogen), los geles se visualizaron y digitalizaron en
un transiluminador UVP LabWorks 4.0 (Imaging and analysis software). Las iméagenes se
digitalizaron y procesaron con el programa UVB Biolmaging Systems.

2.6.4. Secuenciacion

Todos los productos de amplificacion de las diferentes regiones génicas fueron enviados
para su purificacion y secuenciacion a MACROGEN Inc, Corea. La alineacién y edicion de
las secuencias se realiz6 con el programa BioEdit v. 7.0.9 [85]. Las secuencias obtenidas se
compararon con la base de datos del GenBank utilizando el programa BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) y la  Ribosomal Database Project
(https://rdp.cme.msu.edu/).
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CAPITULO 11l
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Aislamiento y purificacion

Desde el inicio del estudio, al realizar los aislamientos, se pudo apreciar la alta diversidad y
abundancia de microorganismos asociados al fruto (pericarpio, testa, semilla) del ramén. En
la figura 10 se presenta el ndmero de aislamientos obtenidos de cada grupo de
microorganismos por colecta. En la colecta llevada a cabo en el municipio de Mérida se
aislaron en total 56 cepas. Del pericarpio se obtuvieron 26, de las cuales 4 fueron bacterias
y 22 levaduras, de la testa se aislaron 14 cepas, un hongo, 2 bacterias y 11 levaduras; de la
semilla se obtuvieron 16 aislados de los cuales 3 pertenecen a hongos, 4 a bacterias y 9 a
levaduras. Mientras que en la colecta realizada en el municipio de Hopelchén se obtuvieron
en total 65 cepas: del pericarpio se aislaron 21, que correspondieron a un hongo, 5 bacterias
y 15 levaduras, de la testa se obtuvieron 18 cepas, 6 bacterias y 12 levaduras, y de la
semilla 26 cepas, 3 hongos, 6 bacterias y 17 levaduras. Como se puede observar en la figura
10 hubo mayor abundancia de aislamientos en el muestreo realizado en Hopelchén,
probablemente debido a que el lugar de muestreo que es una zona arqueoldgica en donde
las caracteristicas del ambiente (temperatura, humedad, tipo de vegetacion, alta cantidad de
materia organica que los microorganismos utilizan para su alimentacion, supervivencia,
reproduccion y distribucién) son mas favorables para la existencia e interaccion de los
microorganismos con su habitat y existe menor efecto antropogénico. Esto concuerda con
lo reportado por Rosas, et al., [86] y Madigan, et al., [48] quienes sugieren que la
supervivencia y distribucion de los microorganismos esta determinada por los factores
biolégicos, fisicos y quimicos del ambiente en el que coexisten, y la mayoria de los
microorganismos provienen de fuentes silvestres, como vegetacion, suelo y cuerpos de

agua.
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Figura 10. Cantidad de microorganismos aislados en las dos colectas realizadas en los

municipios de Mérida, Yucatan y Hopelchén, Campeche.

Los microorganismos mas abundantes en las colectas fueron las levaduras aisladas del
pericarpio, esto podria deberse a que esta parte del fruto es un sustrato rico en nutrientes
especificamente de azUcares, lo cual favorece el crecimiento de este tipo de

microorgaismos [58, 87, 88, 89].

Por la cantidad de microorganismos encontrados puede afirmarse que el ramon es un buen

sustrato para su crecimiento, debido probablemente a su alto contenido de nutrientes.

3.2. Identificacion de hongos filamentosos
En total se obtuvieron 8 aislados divididos en 3 géneros: Aspergillus, Penicillium e Isaria, y
la mayoria de los aislados correspondié al genero Aspergillus (5 cepas), seguido por dos

cepas del género Penicillium y una cepa del género Isaria (Tabla 2).
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Tabla 2. Aislados de hongos filamentosos obtenidos del fruto del ramén.

Clave Localidad Tejido
RSH-1 Mérida Semilla
RSH-2 Mérida Semillas
RSH-3 Mérida Semillas
RSH-4 Merida Semillas
RCP-1 Hopelchén Pericarpio
CSH-1 Hopelchén Semilla
CHS-2 Hopelchén Semilla
CSH-3 Hopelchén Semilla

La mayoria de los hongos del género Aspergillus fueron aislados de la semilla. Lo que
puede deberse a su alto contenido de almiddn, ya que este es un género saprobio que es
capaz de degradar almidon, celulosa, hemicelulosa, pectinas y otros polimeros de azlcares
y es capaz de colonizar y degradar numerosos substratos, por lo que se ha encontrado en
suelo, semillas, granos, cuero, residuos vegetales, etc. y tiene una distribucion cosmopolita
[90, 91]. Este género también fue aislado en hojas y semillas de ramén en un estudio
realizado por Huchin [92], y Rosado (comunicado personal, 2014) lo observo en semillas
del mismo arbol. En el caso del género Penicillium se ha reportado su aislamiento en suelo,
como saprobio en frutos, semillas y alimentos, también se evalud su capacidad amilolitica,

que resulté alta [93, 94].

Entre los aislados de un mismo género, se observo una variabilidad tanto macroscépica
(tipo de crecimiento de las colonias, textura, bordes, etc.) como microscopica (forma de los
conidios, conidioforos, etc.) principalmente dentro del género Aspergillus. (Figura 11).
Utilizando la monografia de Klich [95] se identificaron cuatro especies diferentes dentro de
este genero (Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus ustus, Aspergillus oryzae).
Penicillium citrinum se identific6 con las monografias de Pitt [96, 97], e Isaria

fumosorosea con los tratados de Domsh et al, [98] y Samson et al. [99]

34



Figura 11. a) Colonias de los aislados de hongos obtenidos del fruto de ramén en medio
PDA 'y b) estructura reproductiva de los géneros. 1 a'y b) P. citrinum, 2 ay b)
Penicillium sp., 3ayb) I. fumosorosea, 4 ay b) A. niger, 5ay b) A. flavus, 6 ay
b) A. niger, 7 ay b) A. ustus, 8 ay b) A. oryzae.

Como resultado de la amplificacion de la regién ITS, de los aislamientos identificados
previamente por su morfologia, se obtuvo un producto de 580 pb (Figura 12) y el andlisis
de las secuencias permitié corroborar y lograr su identidad hasta especie con un 99-100%
de similitud, con los datos depositados en la base de datos del GenBank (Tabla 3). Sélo una
secuencia presentd un porcentaje de identidad inferior (97%), por lo que se identifico

Unicamente a género (Penicillium sp.). La region ITS es la region conservada més usada
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para la identificacion de hongos a nivel especifico e intraespecifico en estudios ecolégicos,
relacionados con la sistemaética, filogenia y taxonomia [96, 97, 98, 99].

=380 ph

Figura 12. Producto de la amplificacion de la region 1TS-5.8S del ADNr en hongos
filamentosos.
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Tabla 3. Identificacion molecular de cada uno de aislados de hongos mediante comparacion
de su secuencia (ITS-5.8S) con las existentes en la base de datos del GenBank.

No. Acceso con

_ % %
Clave Especie _ respecto al
Cobertura  Identidad

GenBank
RSH-2  Aspergillus. niger 100 99 KP307912.1
RSH-3  Aspergillus flavus 98 100 JX157882.1
RSH-4  Aspergillus niger 98 100 JQ929761.1
RSH-1  Penicillium citrinum 99 100 KT004401.1
CPH-1  Aspergillus oryzae 100 100 KP975532.1
CSH-1 Penicillium sp. 100 97 KP329844.1
CSH-2  Isaria fumosorosea 98 99 FJ765015.1
CSH-3  Aspergillus ustus 100 99 HQ607794.1

3.3. Identificacion de bacterias

A partir de las muestras del fruto (pericarpio, semilla y testa) de ramoén de las colectas
realizadas se obtuvieron en total 53 aislamientos. Una vez analizadas las caracteristicas de
las bacterias (coloracion, superficie, bordes, tamafio y elevacion), se concluyd que estas
correspondian a 26 aislados diferentes, las cuales se agruparon con base en el sustrato del
gue provenian y su micromorfologia, quedando 8 aislamientos del pericarpio, 8 de la testa y
10 de la semilla (Tabla 4).

37



Tabla 4. Aislados de bacterias obtenidas del ramon.

Clave Localidad Tejido Clave Localidad Tejido
RPB-1  Mérida Pericarpio CP-1 Hopelchén  Pericarpio
RPB-2  Mérida Pericarpio CP-2 Hopelchén  Pericarpio
RPB-3  Mérida Pericarpio CP-3 Hopelchén  Pericarpio
RPB-4  Mérida Pericarpio CP-4 Hopelchén  Pericarpio
RTB-1 Meérida Testa CT-1 Hopelchén Testa
RTB-2  Meérida Testa CT-2 Hopelchén Testa
RSB-1 Mérida  Semilla CT-3 Hopelchén Testa
RSB-2  Mérida Semilla CT-4 Hopelchén Testa
RSB-3  Mérida  Semilla CT-5 Hopelchén Testa
RSB-4  Mérida Semilla CT-6 Hopelchén Testa
CSs-1 Hopelchén Semilla
CS-2 Hopelchén Semilla
CS-3 Hopelchén Semilla
CS-4 Hopelchén Semilla
CS-5 Hopelchén Semilla
CS-6 Hopelchén Semilla

La tincién de Gram permiti6 clasificarlas en Gram positivos y Gram negativos. Dentro de
estas se encontraron cocos Y bacilos tanto positivos como negativos como se muestra en la
Tabla 5-6. Estos resultados fueron comparados con los reportados en las monografias de
Holt, et al. [60] y Schaad, et al. [72], para estos géneros y en el caso del género
Chitinophaga los resultados se compararon con los reportados por Kémpfer, et al. [100]. En
todos hubo coincidencia en las caracteristicas morfo fisioldgicas y bioquimicas entre lo

reportado y lo encontrado en este estudio.

Las pruebas bioquimicas permitieron identificar a nivel de género los aislamientos

bacterianos, que se dividieron en: Pantoea (6 aislamientos), Gluconobacter, (5
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aislamientos), Staphylococcus (3 aislamientos), Enterobacter, Curtubacterium, vy
Burkholderia con 2 aislamientos cada uno, Chitinophaga, Klebsiella, Pseudomonas,

Salmonella, Bacillus, y Asaia con s6lo un aislamiento cada uno.
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Tabla 5. Identificacion de los aislados de bacerias del muninipio de Mérida mediante pruebas bioquimicas.

Clave Consistencia _ Crecimiento ] )
/@ Forma  Color (Mucoide) Gram Oxidasa Ureasa O-F 2 28y 40°C Fluorescencia Género
RPB-1 Bacilo Bl - - - - F-O 28 - Gluconobacter
RPB-2 Coco Bl - - - - F-O 28 - Gluconobacter
RPB-3 Coco BI + + - - F-O 28 - Gluconobacter
RPB-4  Bacilo Bl + - - - F-O 28 - Gluconobacter
RTB-1  Bacilo Bl - + + - 0] 40 - Burkholderia
RTB-2  Bacilo Bl - + + - 0] 40 - Burkholderia
RSB-1 Coco Bl - + - - F-O 40 - Staphylococcus
RSB-2  Bacilo Bl - + + - F-O 40 - Bacillus
RSB-3 Coco BI - + - + F-O 40 - Staphylococcus
RSB-4 Coco A - + - - F-O 40 - Staphylococcus

C: Cocos; B: Bacilo; +: Positivo; -: Negativo; F: Fermentativo; O: Oxidativo; Bl:
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Tabla 6. Identificacion de los aislados de bacerias del municipio de Hopelchén mediante pruebas bioquimicas.

Clave Consistencia _ Crecimiento ] )
/9@ Forma  Color (Muciode) Gram Oxidasa Ureasa O-F 228y 40 °C Fluorescencia Género
CP-1 Coco Bl - - - F-O 28 Pantoea
CP-2 Coco Bl - + - @) 28 Chitinophaga
CP-3 Coco Bl - + - F-O 28 Pantoea
CP-4 Bacilo Bl + - + F-O 28 Klebsiella
CT-1 Bacilo Bl - - - 0] 28 Pseudomonas
CT-2 Coco Bl - - - 0] 28 Gluconobacter
CT-3 Coco Bl - - + F 28 Enterobacter
CT-4 Coco Bl - - - F-O 28 Salmonella
CT-5 Coco Bl - + - F-O 28 Pantoea
CT-6 Coco Bl - + - F-O 40 Pantoea
CS-1 Bacilo Bl - - + F 28 Enterobacter
CS-2 Coco Bl - - - F-O 28 Pantoea
CS-3 Coco Bl - - - F-O 28 Pantoea
CS-4 Coco A + - - 0] 28 Curtubacterium
CS-5 Coco Bl - - - F-O 28 Asaia
CS-6 Coco A + - - ) 28 Curtubacterium

C: Cocos; B: Bacilo; +: Positivo; -: Negativo; F: Fermentativo; O: Oxidativo; Bl:
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Al amplificar la region 16S el producto de amplificacion obtenido fue de aproximadamente
1550 pb (Figura 13).

M RPB-1 RPB-2 RPB-3 RPB-4 RSB-1 RSB-2 RSB-3 RSB-4RTB-IRTB-2 M

Figura 13. Producto de la amplificacion del gen 16S de los aislados de bacterias

Los resultados obtenidos por secuenciacién se muestran en la Tabla 7-8. EXxisti6 un 99-
100% de similitud entre las secuencias obtenidas en este trabajo y las depositadas en la base
de datos del GenBank. Al ser comparadas con la base de datos del Ribosomal Database
Project, coincidieron con los resultados obtenidos en el GenBank, confirmando la
identificacion de cada aislamiento. S6lo una secuencia present6 un porcentaje de identidad

inferior (97%) por lo que se identifico Gnicamente a género como Pantoea sp.
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Tabla 7. Especies identificadas del municipio de Mérida por comparacion de sus secuencias

(16S ADNIr) con las existentes e la base de datos GenBank.

%

No. Acceso con

Clave Especie % Cobertura Identidad respecto al
GenBank
RPB-1 Gluconobacter japonicus 100 99 JF346081.1
RPB-2 Gluconobacter frateurii 99 99 NR_112239.1
RPB-3 Gluconobacter kondonii 100 99 NR_104680.1
RPB-4 Gluconobacter japonicus 100 99 NR_041445.1
RTB-1 Burkholderia gladioli 100 100 KP306792.1
RTB-2 Burkholderia gladioli 99 98 EF193642.1
RSB-1 Staphylococcus pasteuri 100 100 KT239002.1
RSB-2 Bacillus megaterium 100 99 LC011865.1
RSB-3 Staphylococcus pasteuri 100 100 KT427912.1
RSB-4 Staphylococcus pasteuri 100 99 KJ870045.1
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Tabla 8. Especies identificadas del municipio de Hopelchén por comparacion de sus
secuencias (16S ADNTr) con las existentes e la base de datos GenBank.

No. Acceso con

Clave Especie % Cobertura | de:ﬁ dad respecto al
GenBank
CP-1 Pantoea dispersa 100 99 JN391535.1
CP-2 Chitinophaga filifromis 100 99 NR_040909.1
CP-3 Pantoea anthophila 100 100 JN644500.1
CP-4 Klebsiella pneumoniae 99 100 KMO077044.1
CT-1 Pseudomonas geniculata 100 99 EU194335.1
CT-2 Gluconobacter frateurii 100 99 AB819116.1
CT-3 Enterobacter hormaechei 100 100 KF054945.1
CT-4 Salmonella bongori 100 99 KC178578.1
CT-5 Pantoea sp. 99 97 FJ788420.1
CT-6 Pantoea agglomerans 98 99 AY924374.1
CS-1 Enterobacter cloacae 100 100 CP012167.1
CS-2 Pantoea agglomerans 100 100 GQ374472.1
CS-3 Pantoea anthophila 100 99 JN644500.1
CS-4 Curtobacterium citreum 100 99 JQ659486.1
CS-5 Asaia bogorensis 100 100 AB682112.1
CS-6 Curtobacterium citreum 100 99 FJ976536.1

En total fueron identificadas 16 especies, distribuidas en 12 géneros. Es importante destacar
que en las muestras provenientes de Hopelchén existié mayor diversidad de especies que en
las de Mérida, lo cual puede deberse a que como las muestras de Mérida proceden de un
area urbana, la perturbacién humana es considerablemente mayor que la de la zona
arqueoldgica. De estos podemos inferir que el ambiente urbano no es favorable para la
existencia y el desarrollo de algunas de las especies bacterianas encontradas en la semilla
de ramon, y esto puede deberse a que las mismas no sean capaces de adaptarse a este

ambiente, lo que trae como consecuencia que exista posiblemente mayor cantidad de
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individuos de una misma especie pero menor diversidad de las mismas, esto coincide con
otros estudios donde se ha comparado la riqueza microbiana en ambientes diferentes [101,
102].

La mayoria de las especies identificadas son consideradas fitopatogenas [60, 72] y no se
encontrd informacion sobre su actividad amilolitica. Por ello no se consideraron para la
prueba de hidrélisis de almiddn a excepcion de B megaterium y C. citreum los cuales si se

han reportado como amiloliticos [103, 104].

3.4. ldentificacion de levaduras

En total se obtuvieron 86 aislamientos de levaduras, tomando en cuenta la morfologia
colonial en medio WLA (Figura 14). Con base en diferencias morfoldgicas se distinguieron
35 aislamientos (Tabla 9) que procedian: 13 del pericarpio, 10 de la testa y 12 de la semilla.
A todas se les realizaron las pruebas de las galerias APl 32C, las pruebas sugeridas por
Yarrow [70].

Figura 14. Colonias de los aislados de levaduras obtenidas del fruto de en medio WL agar

nutritivo por 4 dias.
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Tabla 9. Aislados de levaduras obtenidos del fruto de ramon en los muestreos realizados en
los municipios de Mérida, Yucatan y Hopelchén, Campeche.

Clave Localidad Tejido Clave Localidad Tejido
RPL-1

RPL-2 PL-1

RPL-3 PL-2

RPL-4 Mérida Pericarpio PL-3 Hopelchén Pericarpio
RPL-5 PL-4

RPL-6 PL-5

RPL-7 PL-6

RTL-1 TL-1

RTL-2 TL-2

RTL-3 Mérida Testa TL-3 Hopelchén Testa
RTL-4 TL-4

RTL-5 TL-5

RSL-1 SL-1

RSL-2 SL-2

RSL-3 SL-3

RSL4 Meérida Semilla SL4 Hopelchén Semilla
RSL-5 SL-5

RSL-6 SL-6

En las Tablas 10-11 se presentan los resultados de las diferentes pruebas realizadas para la
identificacion morfo-fisiologica y bioquimica de las levaduras. En la prueba de tolerancia a
diferentes temperaturas solamente se considero 40 °C, sin embargo se observo que algunos
aislamientos adn tenian crecimiento a esta temperatura, por lo que se incubaron a 42 y 45

°C, aungue algunos crecieron a los 42 °C, a los 45 °C ningun aislado mostro crecimiento.
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Tabla 10. Resultados de las pruebas fisiologicas y bioquimicas realizadas a los aislados de levaduras obtenidos de frutos de

ramon del municipio de Mérida.

Prueba

Clave

RPL-1

RPL-2

RPL-3

RPL-4

RPL-5

RPL-6

RPL-7

RTL-1

RTL-2

RTL-3

RTL-4

RTL-5

RSL-1

RSL-2

RSL-3

RSL-4

RSL-5

RSL-6

Fermentacion

Glucosa

Galactosa

Sacarosa

Maltosa

Lactosa

Rafinosa

Almidén

Temperatura

30°C

36 °C

40 °C

42 °C

Asimilacion

D-Galactosa

Cicloheximida
(actidiona)

D-Sacarosa

N-acetil-
glucosamina

Acido Lactico

L-Arabinosa

D-Celobiosa

D-Rafinosa

D-Maltosa

+

+: Positivo

-: Negativo
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Tablal0.

Resultados de las pruebas fisiologicas y bioquimicas realizadas a los aislados de levaduras obtenidos de frutos de

ramon del municipio de Mérida (continuacion).

Prueba
Clave

RPL-1

RPL-2

RPL-3

RPL-4

RPL-5

RPL-6

RPL-7

RTL-1

RTL-2

RTL-3

RTL-4

RTL-5

RSL-1

RSL-2

RSL-3

RSL-4

RSL-5

RSL-6

Asimilacién

D-Trehalosa

2-Cetogluconato
de potasio

o Metil-D-
Glucopiranésido

D-Manitol

D-Lactosa
bovina)

(origen

Inositol

Base nitrogenada

D-Sorbitol

D-Xilosa

+| +

+| +

+|+

+|+

+| +

+|+

+| +

D-Ribosa

Glicerol

+]| |+ +

+| 4|+ +

+|+| +

+]| |+ +

+]|+|+]+

+]|+|+]+

+

+

L-Ramnosa

Palatinosa

Erithritol

D-Melobiosa

+|+|+

+| 4|+

+|+|+

+| 4]+

Glucuronato de
sodio

+

+

+

D-Melecitosa

Gluconato de
potasio

+

+

+

+

Levulinato

D-Glucosa

L-Sorbosa

Glucosamina

+|+|+

+ |+ +

+ |+ +]+

+ |+ +

+ |+ +]|+

+ |+ +|+

+|+|+

+|+|+

+|+|+

+|+|+

+|+|+]+

+|+|+

+|+|+

+|+]|+]|+

Esculina-citrato-
férrico

+

+

+: Positivo

: Negativo
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Tabla 11. Resultados de las pruebas fisiologicas y bioquimicas realizadas a los aislados de levaduras obtenidos de frutos de
ramon del municipio de Hopelchén, Campeche

Prueba Clave PL-1 | PL-2 | PL-3 | PL4 |PL-5 |PL-6 | TL-1 | TL-2 | TL-3 | TL-4 | TL-5 | SL-1 |SL-2 |SL-3 |SL-4 | SL-5 | SL-6
Fermentacion
Glucosa +P + + + + + + + + + + + + + + +
Galactosa +P + + - + + + - - - - n - ¥ - -
Sacarosa +P + - - + + + - - - - ¥ - + ¥ - -
Maltosa +2 + + - - + + - - - - + - - + - -
Lactosa - - - - - - - - - - - - - - - -
Rafinosa - - - - - - + - - - - + _ ¥ - ;
Almidon - - - - - - - - - - - B _ _ - -
Temperatura
30 °C + + + + + + + + + + + + + + + + +
36 °C + + + - + + + - + - +
40 °C + + + - + - - + - - - - - - - - -
42 °C + + + - - - - + - - - - - - - - -
Asimilacién
D-Galactosa + + + - + + + - - + - + - - - - -
Cicloheximida

L + + + - - - - - + + - - - - - + +
(actidiona)
D-Sacarosa + + + - + + + - - - - + R + - - N
N-acetil-

. + + + - + + - + - - - + - - - - -
glucosamina
Acido Léctico + + + - - + + - + - + - - - ¥ -
L-Arabinosa - - - - - - + - - - - + - + B - -
D-Celobiosa + + + + + + + - + - + + + + n ¥ ¥
D-Rafinosa - - - - + + + - - - - + R + _ N N
D-Maltosa + + + - + + + - - - - + R + N N N
D-Trehalosa + + + + + + + - - - - + + + T N N
+: Positivo -: Negativo
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Tabla 11. Resultados de las pruebas fisiologicas y bioquimicas realizadas a los aislados de levaduras obtenidos de frutos de

ramon del municipio de Hopelchén, Campeche (Continuacion)

Pruebas
Clave

PL-1

PL-2

PL-3

PL-4

PL-5

PL-6

TL-1

TL-2

TL-3

TL-4

TL-5

SL-1

SL-2

SL-3

SL-4

SL-5

SL-6

Asimilacion

2-Cetogluconato de
potasio

o Metil-D-
Glucopirandsido

D-Manitol

D-Lactosa (origen
bovina)

Inositol

Base nitrogenada

D-Sorbitol

+

D-Xilosa

+ [

D-Ribosa

Glicerol

+ |4+ |+

+ |4+ |+

+|+[+]+

+ |1

+ |1

+

L-Ramnosa

+

+ 4]+

Palatinosa

+

+

+

+

+

Erithritol

+

D-Melobiosa

Glucuronato de
sodio

D-Melecitosa

Gluconato de
potasio

+

Levulinato

D-Glucosa

+ [

L-Sorbosa

Glucosamina

+|+[+]+

+|+[+]+

+

+ |+ [+ |+

Esculina-citrato-
férrico

+

+

+

+:Positivo

-: Negativo
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Dado que la base de datos de Biomeriux, donde se analizaron las pruebas APl 32C, es muy
restringida, no se pudieron identificar todas las especies de levaduras. Por ello fue necesario
hacer una identificacion polifasica, en la que se usaron, los resultados de las pruebas
sugeridas por Yarrow [70] y los resultados de las galerias APl 32C, para hacer la
identificacion en la base de datos de la Coleccion Centraal Bureau voor Schimmelcultures
(CBS) y luego complementarla con las monografias de levaduras de Barnett, et al., [55], de
Kurtzman, et al., [54] y los resultados de la amplificacion del dominio D1/D2 de la
subunidad grande del gen 26S ADNT.

El producto de amplificacion obtenido para el dominio D1/D2 fue de aproximadamente 550
pb (Figura 15). El analisis de las secuencias del dominio D1/D2 del gen 26S del ADNr de
todas las cepas mostro entre un 99-100% de identidad con secuencias de especies
depositadas en el GenBank (Tabla 12-13) y 98-99% de identidad con la base de datos de la
CBS. Esta region es altamente conservada en levaduras y tiene una elevada variabilidad,
por lo que se ha utilizado para la identificacién taxondmica y estudios filogenéticos entre
especies [105, 106].

M RSL-1 RSL-2 RSL-3 RSL-4 ASL-5 ASL-6 RTL-1 RTL-2RTL-3 RTL-4 RTL-5 RPL-1 APL-2 RPL3RPL-4RPL-SRPLERPL-7 M

- - - - - - - -

Figura 15. Producto de amplificacion del dominio D1/D2 del gen 26S del ADNr de los
aislados de levaduras.
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Tabla 12. Identificacion de los aislados de levaduras colectados en Mérida, Yucatan por
comparacion de sus secuencias del dominio D1/D2 del gen 26S del ADNr con la
base de datos del GenBank.

No. Acceso con

Clave Especie % _%_ ) respecto al
Cobertura  de similitud

GenBank
RPL-1  Hanseniaspora uvarum 100 99 KF992155.1
RPL-2  Candida natalensis 100 99 KJ794716
RPL-3  Candida oleophila 99 99 KF830179.1
RPL-4  Candida quercitrusa 100 99 EF375703
RPL-5  Candida quercitrusa 99 99 EF375703.1
RPL-6  Candida quercitrusa 100 100 EF375703
RPL-7  Candida natalensis 100 100 AB436394
RTL-1  Debariomyces nepalensis 100 99 KJ705003.1
RTL-2  Candida natalensis 100 100 KJ794716.1
RTL-3  Candida oleophila 99 100 KF830179.1
RTL-4  Candida quercitrusa 100 100 EF375703.1
RTL-5 Candida quercitrusa 99 100 EF375703.1
RSL-1  Debaryomyces nepalensis 100 100 KJ705003.1
RSL-2  Hanseniaspora uvarum 100 100 HM627056.2
RSL-3  Meyerozyma guilliermondii 100 100 KM279364.1
RSL-4  Meyerozyma guilliermondii 97 99 KJ794711.1
RSL-5  Debaryomyces nepalensis 100 100 KJ705003.1
RSL-6  Debaryomyces nepalensis 100 100 JN544061.1
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Tabla 13. Identificacion de los aislados levaduras colectados en Holpechén, Campeche, por
comparacion de sus secuencias del dominio D1/D2 del gen 26S del ADNr con la
base de datos del GenBank.

% No. Acceso

Clave Especie % Cobertura o con respecto al
de similitud
GenBank

PL-1  Candida. tropicalis 100 99 EU543670.1
PL-2  Candida. tropicalis 99 99 KC544468.1
PL-3  Candida tropicalis 100 100 KC544465.1
PL-4  Hanseniaspora thailandica 99 99 KJ095633.1
PL-5  Kodamea ohmeri 100 100 JX068673.1
PL-6  Kodamea ohmeri 99 99 KP866696.1
TL-1  Wickerhamomyces ciferri 96 99 EF550339.1
TL-2 Pichia kudriavzevii 100 99 KJ472906.1
TL-3  Hanseniaspora guilliermondii 98 99 AMT748540.1
TL-4  Candida cylindracea 100 99 LC054315.1
TL-5  Hanseniaspora opuntiae 100 99 KC111446.1
SL-1  Wickerhamomyces ciferri 98 99 EF550339.1
SL-2 Hanseniaspora thailandica 99 99 KJ095633.1
SL-3  Wickerhamomyces rabaulensis 97 100 AB858455.1
SL-4  Hanseniaspora thailandica 98 99 DQ404527.1
SL-5  Wickerhamomyces ciferrii 99 AB772427.1
SL-6  Hanseniaspora guilliermondii 98 99 AB773391.1

De los 35 aislamientos, las especies més abundantes fueron C. quercitrusa y D. nepalensis
halladas en Mérida, con 5 y 4 aislamientos respectivamente (Tabla 14). Las especies mas
abundantes en el municipio de Hopelchén fueron C. tropicalis, H. thailandica y W. ciferri
con 3 aislamientos cada una. Como en el caso de las bacterias, en la localidad de Hopelchén
se encontré una mayor diversidad de especies, de igual forma puede notarse que no hay

coincidencias entre las especies de una localidad con la otra, lo cual se le atribuye a lo

53



explicado anteriormente en el caso de las bacterias y que coincide con lo planteado por
Iwen, et al., [105] y Sampai, et al., [106].

Tabla 14. Especies de levaduras y numero de aislados obtenidos a partir de frutos de ramén

colectados en los municipios de Mérida, Yucatan y Hopelchén, Campeche.

Especie Aislamientos Localidad Clave

C. quercitrusa . RPL-4, RPL-5, RPL-6, RTL-4,
RTL-5

D. nepalensis 4 RTL-1, RSL-1, RSL-5, RSL-6

C. natalensis 3 Merida RPL-2, RPL-7, TRL-2

M. guilliermondii 2 RSL-3, RSL-4

H. uvarum 2 RPL-1, RSL-2

C. oleophila 2 RPL-3, RTL-3

C. tropicalis 3 PL-1, PL-2, PL-3

H. thailandica 3 PL-4, SL-2, SL-4

W. ciferri 3 TL-1, SL-1, SL5

K. ohmeri 2 PL-5, PL-6

H. guilliermondii 2 Hopelchén TL-3, SL-6

H. opuntiae 1 TL-5

W. rabaulensis 1 SL-3

P. kudriavzevi 1 TL2

C. cylindracea 1 TL-4

En las tablas 15-16, se presentan los resultados de la prueba de tolerancia a etanol. Como se
muestra se encontraron diferencias entre las cepas en cuanto al nivel de tolerancia a etanol.
Las especies que presentaron mayor tolerancia fueron: C. quercitrusa (RPL-5) y W. ciferri
(SL-1), con una tolerancia a 10% (v/v) de etanol, H. thailandica (SL-2) a un 11% (v/v), y
las cepas C. quercitrusa (RPL-4), C. natalensis (RPL-7), C. reilenensis (RTL-3), K. ohmeri
(PL-6), H. uvarum (RSL-2), D. nepalensis (RSL-1, RSL-5 y RSL-6), C. tropicalis (PL-1,
PL-2, PL-3) y M. guilliermondii (RSL-3 y RSL-4) toleraron hasta un 12% (v/v) de etanol.
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Es interesante destacar que se hallaron diferencias entre aislamientos de la misma especie
en cuanto a la tolerancia a etanol. Los resultados muestran que algunas cepas tienen un
poder alcoholdgeno alto al tolerar entre un 10-12 % (v/v) de alcohol [107], estos resultados
coinciden con lo reportado para las especies Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces
marxianus, Candida valida, especies més utilizadas en la produccion de bebidas
fermentadas, que alcanzan una tolerancia de un 10 a 12% de etanol [108, 109, 110]. Por lo

que las especies evaluadas en este trabajo son promisorias para la produccion de etanol.

Tabla 15. Resultados de la tolerancia a etanol de los aislados de levaduras colectados en
Mérida, Yucatan.

Tejido Clave Especie % Etanol
6 7 8 9 10 11 12
RPL-1 H. uvarum + - - - - - i
RPL-2 C. natalensis + - - - - - .
RPL-3 C. oleophila + - - - - - -
Pericarpio RPL-4 C. quercitrusa + + + + + + +
RPL-5 C. quercitrusa + + + + + - -
RPL-6 C. quercitrusa - - - - - - -
RPL-7 C. natalensis + + + + + + +
RTL-1 D. nepalensis + - - - - - -
RTL-2 C. natalensis + - - - - - -
Testa RTL-3 C. oleophila + + + + + + +
RTL-4 C. quercitrusa - - - - - - -
RTL-5 C. quercitrusa - - - - - - -
RSL-1 D. nepalensis + + + + + + ¥
RSL-2 H. uvarum + + + + + + +
Semilla RSL-3 M. guilliermondii + + + + + + +
RSL-4 M. guilliermondii + + + + + + +
RSL-5 D. nepalensis + + + + + + +
RSL-6 D. nepalensis + + + + + + +
+: Positivo -: Negativo

55



Tabla 16. Resultados de la tolerancia a etanol de los aislados de levaduras colectados en
Hopelchén, Campeche.

Tejido Clave Especie 7 Etanol
6 7 8 9 10 11 12
PL-1 C. tropicalis + + + + + + +
PL-2 C. tropicalis + + + + + + +
PL-3 C. tropicalis + + + + + + +
Pericarpio  PL-4 H. thailandica - - - - - - -
PL-5 K. ohmeri + + + - - - -
PL-6 K. ohmeri + + + + + + +
TL-1 W. ciferri + + + - - - -
TL-2 P. kudriavzevii + + + - - - -
Testa TL-3 H. guilliermondii + + + + - - -
TL-4 C. cylindracea - - - - - - -
TL-5 H. opuntiae + + + - - - -
SL-1 W. ciferri + + + + + - -
SL-2 H. thailandica + + + + + + -
Semilla SL-3 W. rabaulensis - - - - - - -
SL-4 H. thailandica + + + - - - -
SL-5 W. ciferrii - - - - - - -
SL-6 H. guilliermondii + + + - - - -
+: Positivo -: Negativo

3.3. Hidrdlisis de almidon

De las 69 cepas aisladas nueve presentaron actividad amilolitica en placa, la mayoria de las
cepas con esta capacidad fueron hongos filamentosos (siete aislamientos), seguidos de las
bacterias (dos aislamientos) (Tabla 17), en el caso de los aislamientos de levaduras ninguna

fue positiva a esta prueba.
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Tabla 17. Especies de hongos filamentosos y bacterias con capacidad amilolitica.

Clave Tejido Capacidad Especie
amilolitica
RCP-1 Pericarpio + A. oryzea
CSH-1 Semilla + P. citrinum
CSH-3 Semilla + A. ustus
RSH-1 Semilla + P. citrinum
RSH-2 Semilla + A. niger
RSH-1E Semilla + A. flavus
RSH-2E Semilla + A. niger
CS-4 Semilla + C. citrium
CS-6 Semilla + C. citrium

+: Positivo

Como se puede observar, todas las especies de Aspergillus fueron positivas a esta prueba,
coincidiendo con lo reportado en varios estudios donde se menciona que los géneros
Aspergillus y Penicillium, son los que presentan mayor actividad enzimatica y también que
son los méas importantes recursos fangicos en la produccién de enzimas amilasas para el uso
industrial [111, 112, 113].

Las especies que tuvieron mayor capacidad amilolitica fueron A. flavus y A. niger
coincidiendo con lo reportado por Sanchis, et al., [114] que avaluaron cepas de A. flavus, y
todas fueron positivas a esta prueba (Figura 16). Sin embargo la especie mas reconocida
por su capacidad amilolitica es A. niger [115, 116, 117].
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P. citrinum A. flavus A. niger

P, citrinum A. ustus

Figura 16. Placas de medio extracto de levadura-agar-almidén inoculadas con los hongos

aislados y adicionadas con lugol para detectar la actividad amilasa.

Con respecto a los aislados de C. citrium (CS-4 y CS-6), ambos fueron positivos a esta
prueba como puede observarse en la Figura 17. En ambas placas de ELAA se observo un
halo hialino alrededor de las colonias, lo que sugiere que estas cepas son capaces de
hidrolizar el almidén, sin embargo, esta especie no estd reportada como productora de
amilasas, pues sélo se consideran como bacterias amiloliticas a algunas especies de los

géneros Bacillus, Clostridium, Cytophaga, Streptococcus, [46, 118, 119, 120].
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Figura 17. Aislamientos de C. citrium con reaccion positiva a la prueba de lugol.

En el caso de las levaduras, en la hidrolisis de almidon en placa no se observo la formacion
del halo alrededor de la colonia, por lo que se considerd negativa a la produccién de la

enzima amilasa.

En medio liquido la prueba de hidrolisis de almidon fue positiva en los hongos filamentosos
y las bacterias, coincidiendo con la prueba en placa, mientras que las levaduras sélo

lograron la hidrélisis parcial del almidén en medio liquido.

En ninguno de los tubos de levaduras se observd una reaccion dextrinoide (que indica la
hidrolisis parcial del almidon a dextrina), ni amilolitica completa, ya que ninguno de los
tubos presentd una coloracion amarilla al adicionar el lugol, sélo se observaron

coloraciones violeta claro, indicativas de una degradacion parcial del almidén (Figura 18).
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C. tropicalis  P. kudriavzevii M. guilliermondii ~ H. guilliermondii ~ C. tropicalis  H. thailandica

Figura 18. Asimilacion de almidén en medio liquido por diferentes especies de levaduras.

Las levaduras que dieron una reaccion parcial a esta prueba fueron: C. tropicalis (PL-1, PL-
3), P. kudriavzevi (TL-2), M. guilliermondii (RSL-3), y H. guilliermondii (TL-3), ya que en

todos los tubos se observo una coloracion violacea lo que indica presencia de almidén.

Estos resultados son de gran importancia, ya que es el primer reporte de microorganismos
aislados del ramén, con una capacidad amilolitica parcial, lo cual da paso a la evaluacion de
dichos microorganismos para la posible produccion de etanol. Debido a que las especies A.
niger y C. tropicalis son utilizadas internacionalmente para la produccion de a-amilasas y
para produccion de etanol [115, 121, 122, 123], fueron evaluadas por Olguin
(comunicacion personal, 2015) en harina de semillas de ramoén, y se obtuvieron

producciones de 80 y 166 L/ton de etanol respectivamente.
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CONCLUSIONES

Se aislaron en total 69 cepas de microorganismos a partir del fruto del ramon, las
cuales se dividieron en tres géneros de hongos filamentosos, 12 géneros de bacterias
y 7 generos de levaduras. La mayor diversidad de la micobiota (24 especies) se

encontrd en el municipio de Hopelchén, Campeche.

Trece cepas mostraron actividad amilolitica, seis especies de hongos filamentosos
pertenecientes a los géneros Aspergillus (5 especies) y dos cepas de Penicillium
citrinum, 4 especies de levaduras: Candida tropicalis, Pichia kudriavzevi,
Meyerozyma guilliermondii y Hanseniaspora guilliermondii y dos aislamientos de

la bacteria Curtubacterium citrium.

La mayor tolerancia a etanol fue al 12% y la mostraron las especies: C. quercitrusa,
C. natalensis, C. reilenensis, K. ohmeri, H. uvarum, D. nepalensis, C. tropicalis, M.

guilliermondii, W. ciferrii y H. thailandica.

Las especies con mayor potencial para la produccién de etanol a partir de almidén
de ramén, dada su capacidad amilolitica y tolerancia a etanol son: Candida

tropicalis, Meyerozyma guilliermondii y Aspergillus niger.
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ANEXQOS

Anexo 1. Medios de cultivo para Hongos

Agua peptonada
Reactivo Cantidad
Peptona 10g.
Tween 5.0
Agua 1000 ml

PD (Papa, dextrosa)

Reactivo Cantidad
Trozos de papa blanca pelada 200.0g
Dextrosa 20.0g
Agua 1000 ml
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Anexo 2. Medios de cultivo para levaduras

GELPA (Glucosa-extracto de levadura-peptona-agar)

Reactivo Cantidad
Glucosa 20.0 g.
Extracto de Levadura 500.
Peptona de caseina 10.0g.
Agar 2009
Agua 1000 ml

Medio basal de Wicherham para fermentacion de carbohidratos

Reactivo Cantidad
Peptona 754.
Extracto de carne 4. 9.
Agua 1000 ml

GELP (Glucosa-extracto de levadura-peptona)

Reactivo Cantidad
Glucosa 20.0 g.
Extracto de levadura 500.
Peptona de caseina 10.09¢
Agua 1000 ml
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YMA (Extracto de levadura-extracto de malta)

Reactivo Cantidad
Glucosa 10.0g.
Extracto de Levadura 3.0g.
Extracto de Malta 3.0g
Peptona 509
Agua 1000 ml
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Anexo 3. Medios de cultivo para bacterias

NBY (Caldo nutritivo-extracto de levaduras-agar)

Reactivo Cantidad
Caldo nutritivo 8.0¢.
Extracto de levadura 2.09.
K;HPO, 2.09.
KH,PO, 0.2g9.
Glucosa 2540.
Agar 15.0g.
Agua 1000 ml

KB (B de King)

Reactivo Cantidad
Proteasa peptona 20.0 g.
K,HPO, 15q¢.
MgS0O,:7H,0 15q¢.
Glicerol 15 ml
Agar 15.09.
Agua 1000 ml
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YDC (Extracto de Levadura-Dextrosa-CaCos)

Reactivo Cantidad
Extracto de levadura 10.0g.
Dextrosa o Glucosa 20.0 g.
Carbonato de Calcio 20.0 g.
Agar 15.0g.
Agua 1000 mL

Medio para hidrolisis de urea

Reactivo Cantidad
NH4H,PO, 05g.
K,HPO, 05¢.
MgS0O,:7H,0 0.2¢.
NaCl 509
Extracto de levadura 1049
Rojo de cresol 16 mg

Urea (solucion acuosa 10%)  200.0 ml
Agua 800 ml

NGA (Caldo nutritivo-Glucosa-Agar)

Reactivo Cantidad
Extracto de carne 309
Peptona 5.04.
Glucosa 254¢.
Agar 15.09¢.
Agua 1000 ml
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Medio de Hugh and Leifson

Reactivo Cantidad
Peptona 2.0 9.
NaCl 5.0g¢.
KH,PO4 0.39.
Agar 3.0g.
Azul de bromotimol (solucion acuosa al 10%) 3.0ml
Agua 1000 ml

NBY (Caldo nutritivo-extracto de levadura)

Reactivo

Caldo nutritivo 8.0¢
Extracto de Levadura 209
KoHPO, 2.0¢
KH,PO, 029
Glucosa 2590
Agua 1000 ml
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Anexo 4. Hidroélisis de almiddn

ELAA (Extracto de levadura-almidon-agar)

Reactivo Cantidad
Extracto de levadura 4.0¢9
Almidon soluble 15.09
K2HPO4 109
MgS0O,:7H,0 059
Agar 20 9.
Agua 1000 ml
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Anexo 5. Preparacion de buffer de corrida

Buffer TE

Solucién madre Cantidad
Tris 1M,pH 8.0 10.0 ml
EDTA 0.5 M, pH 8.0 2.0ml,
Agua destilada 1000 ml
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