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ABSTRACT

Cdlulose is the most abundant polymer in nature and currently is used as a promising
energy source. Their biologica transformation is made possible by the action of
microorganisms able to produce different types of cellulases. The objective of this work
focuses on the reactivation of fungal strains isolated from environmental samples of Cuatro
Cienegas, Coahuila and evauation their cellulolytic activity to determine their potentia to
degrade cellulose in order to produce these enzymes for biotechnological application. To
explore the fungus diversity were realized macroscopic and microscopic studies of 24
strains from the Biotechnology department, the cellulolytic activity of this microorganism
was evaluated qualitatively through hydrolysis halo wusing congo-red and
carboximethylcellulose (CMC) as the substrate, seven fungal strains presented this activity
and were selected. The selected strains identification was made by molecular techniques
according with the 18S SSU rRNA nucleotidic sequence analysis, resulting the genera
Penicillium, Alternaria and Phaeosphaeria.

Keywords: cellulases, Cuatro Cienegas, fungi.
RESUMEN

La celulosa es e polimero més abundante en la naturaleza y en la actualidad una fuente de
energia promisoria. Su transformacion biologica es posible gracias a la accion de
microorganismos capaces de producir diferentes tipos de celulasas. El objetivo del presente
trabgjo se centra en la reactivacion de cepas fungicas aisladas a partir de nuestras
ambientales de Cuatro Ciénegas, Coahuila y la evaluacion de su actividad celulolitica para
determinar su potencial para degradar celulosa con la finalidad de producir estas enzimas
para su aplicacion Biotecnoldgica. Para explorar la diversidad fungica se realizaron
estudios macroscopicos y microscopicos de 24 cepas de la coleccion de hongos del
departamento de Biotecnologia, la actividad celulolitica de estas cepas fue evaluada
cuditativamente mediante € revelado de halos de hidrdlisis con rojo-congo en medio
Carboximetilcelulosa (CMC) como sustrato, seleccionando siete cepas fungicas que
presentaron esta actividad. La identificacion de las cepas seleccionadas se realizd
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empleando técnicas moleculares mediante €l andlisis de la secuencia nucleotidica del gen
18S SSU ARNTr, predominando los géneros Penicillium, Alternaria y Phaeosphaeria.

Palabras clave: celulasas, Cuatro Ciénegas, hongos.
1. INTRODUCCION

La abundante disponibilidad de celulosa en la naturaleza hace que sea una materia prima
atractiva para la produccién industrial de muchos productos béasicos importantes (Gupta et
al., 2012). Estructuramente, la celulosa es un carbohidrato compuesto de unidades de
glucosa unidas en una larga cadena lineal por enlaces 3 en los &omos de carbono 1y 4 de
la molécula de azlicar (Gaitan, 2007). Con la ayuda de los sistemas celuloliticos, la celulosa
puede ser convertida a glucosa que es un producto de utilidad mdltiple, en un proceso
mucho mas barato y biolégicamente favorable (Gupta et al., 2012). En la naturaleza, la
degradacion de la biomasa celuldsica es redlizada por mezclas de enzimas hidroliticas
col ectivamente conocidas como celulasas. Las celulasas incluyen enzimas endoglucanasas,
exoglucanasas y B-glucosidasas, que actian de manera sinérgica en microbios que degradan
la biomasa (Dashtban et al., 2009). Las endoglucanasas atacan las regiones amorfas de la
fibra de celulosa, creando asi sitios para las exoglucanasas |as que entonces proceden hacia
las regiones cristalinas de la fibra. Las -glucosidasas llevan a cabo € ultimo paso de la
hidrdlisis e impiden la acumulacion de la celobiosa, la que inhibe a las exoglucanasas
(Arroyo, 2010).

Cuatro Ciénegas, como componente del ecosistema del Desierto de Chihuahua, forma parte
del complgjo de grandes desiertos de Norteamérica. El estudio micolégico de la zona es
muy limitado, ya que solo corresponden a taxones fungicos entre e 1 a 2.5 % de los
filotipos identificados en los sustratos terrestres y acuosos estudiados (Hendrickson et al.,
2008). Muchos microorganismos han sido reportados con actividad celulolitica incluyendo
muchas cepas bacterianas y fungicas tanto aerdbicas y anaerobicas (Gupta et al., 2012). De
los microorganismos empleados, se destacan los hongos filamentosos que se caracterizan
por laformacion de hifas que les permiten colonizar matrices solidas y ser més eficientes y
competitivos por su gran potencial de secrecidn de enzimas hidroliticas, su tolerancia a baja
actividad del agua y su resistencia a condiciones de alta presion osmoética (Escudero et al.,
2013). Laglucosa, por ser un producto que posee diferentes caracteristicas, entre ellas el ser
edulcorante, preservativo de la humedad, inhibidor frente a levaduras y mohos,
estabilizador de la viscosidad, etc, tiene gran aplicacion en la industria farmacéutica y de
alimentos (Gaitan, 2007). Actualmente, las celulasas son ampliamente usadas en la
industria alimenticia, fébrica de cerveza y vino, industria textil, de papel y de ropa, asi
como en investigacion y desarrollo (Bhat, 2000).

2. MATERIALESY METODOS

2.1 Estudios macr oscopicos y microscopicos de las cepas en estudio.
Se emplearon un total de 24 cepas de la coleccién de hongos provenientes de muestras
ambientales de Cuatro Ciénegas, Coahuila (Tabla 1) las cuaes fueron reactivadas por
siembra por picadura, empleando un asa bacterioldgica en punta 'y en presencia de la flama
de un mechero Fisher. Las cepas fueron inoculadas en cajas Petri con Agar Papa Dextrosa
(PDA) y Agar Dextrosa Sabouraud (SDA) (previamente esterilizados en autoclave durante
20min a121°Cy 15 Ib de presion), seincubaron a31°C de 4 a 7 dias.
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L os estudios macroscopicos consistieron en evaluar €l color de la colonia, texturay tasa de
crecimiento. Los estudios microscopicos consistieron en evaluar € tipo de hifas, conidias y
tipo de conidiéforo. Para ello se realizaron preparaciones en fresco con azul de algodén
lactofenol y con una pequefia muestra de micelio en un portaobjetos cubierto por un
cubreobjetos para su observacion a microscopio (Zeiss) a 10x y 40x.
Tabla 1. Claves de las cepas aisladas de muestras ambientales de Cuatro
Cienegas, Coahuila

SDA PDA SDA PDA
1A 3A 2C 7B
1B 3B 3B 7714 1A 7714
1C S5A SA 7714 1B 7714
1RA 6A 6A 7714 | 1RA 7714
2A 6B 6B 7714 2C 7714
2B 7A /B 7714 3A 7714

2.2 Evaluacion cualitativa de la actividad celulolitica de las cepas de hongos en
estudio.

Para medir la actividad celulolitica se utilizO € medio Agar Rojo-Congo a base de:
Carboximetil-celulosa (0.5 %), Extracto de levadura (0.1 %), Colorante rojo-congo (0.5 %)
y Agar bacteriologico (1.5 %). Se gjusto a un pH de 6 a 6.5. Se homogenizo y se esterilizd
el medio a121°C y 15 Ib de presién durante 20 minutos, se enfrid y se vacié en cajas petri
estériles. En condiciones asépticas, se inocularon cada una de las cepas fungicas por
picadura en €l centro del agar rojo-congo. Posteriormente se incubd a 25°C durante 5 dias.
La evaluacion cuadlitativa de la actividad enzimética se llevd a cabo mediante la
observaciéon de una zona clara (placa) formada alrededor de la colonia de hongos por
reaccion entre las enzimas secretadas por 10s hongos y |os sustratos cromogénicos. Durante
los 5 dias de incubacion se midié € diametro del halo de hidrélisis alcanzado por cada

cepa.
2.3 ldentificacion molecular delas cepas fungicas seleccionadas.

2.3.1 Produccion y cosecha de Micelio.

La obtencion de micelio se reaiz6 de la siguiente manera: las cepas seleccionadas en la
etapa anterior se sembraron por repique en matraces Erlen Meyer de 250ml sobre 50ml de
medio liquido dextrosa Sabouraud (Dextrosa 20g/L, Peptona 5¢/L, Extracto de levadura
5g/L) en condiciones estériles. Los matraces se incubaron a 25°C por 4 dias a 250rpm. Se
filtré dicha solucion empleando una gasa estéril para la cosecha del micelio, e cua se
almaceno a -20°C para su posterior utilizacion. Las muestras congeladas fueron liofilizadas
durante 24 horas y maceradas en un mortero de porcelana con nitrégeno liquido hasta
obtener un polvo fino.

2.3.2 Identificacion Molecular
Para llevar a cabo la identificacién molecular se redlizaron ensayos de acuerdo al método
descrito por James Borneman y R. Jack Hartin (2000), que incluye la extraccion de ADN
gendmico utilizando el kit comercia NucleoSpin Plant II (Macherey Nagel), siguiendo las
recomendaciones del proveedor con a gunas modificaciones realizadas en el laboratorio. La
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verificacion de la concentracion e integridad del ADN extraido se reaizO mediante
electroforesis en gel de agarosa a 0.9%; posteriormente la amplificacion por PCR de un
fragmento de 422 pb del gen 18S ARNr SSU (small subunit 18S RNA) a partir del ADN
gendémico extraido (Borneman and Hartin, 2000), seguido de la secuenciacion de los
productos de PCR mediante un servicio externo (Macrogen, USA) vy finamente se
realizaron aineamientos (BLAST) con cada una de las secuencias obtenidas de los
amplificados (422 pb) empleando la base de datos " Standar Nucleotide™ del NCBI.

3. RESULTADOS
3.1 Caracterizacién morfolégica de las cepas en estudio

La morfol ogia macroscépica mostro diversidad de color en cada unade las colonias, que va
desde el color café oscuro, a verde oscuro, blanco, cremay algunas con pigmentos rojos.
Presentan apariencia algodonosa, aterciopelada y pulverulenta, su tasa de crecimiento
alcanza alrededor delos 4 a 7 dias. La morfologia microscdpi ca muestra hifas septadas 'y en
algunas cepas no septadas, hiainas, con conidias redondas, dipticas y hialinas, € aparato
reproductor es conidiéforo que en algunas cepas es recto y en otras es ramificado. La Fig.
1. presenta las imagenes macroscopicas y microscopicas observadas en 7 de las 24 cepas
estudiadas.

Clave 1IRA, 3A, 6A, 3B 7A 3B 7714
Designada IRA 7714
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Fig. 1. Descripcion de las caracteristicas morfol 6gicas macroscépicas y microscopicas de
las cepas fungicas.

3.2 Evaluacion cualitativa dela Actividad Celulolitica

A partir de las 19 cepas sometidas a la evaluacion de la produccion de enzimas
celuloliticas, se seleccionaron 7 cepas productoras de celulasas. Durante la evaluacion
cualitativa estas cepas fueron las que presentaron halos de hidrolisis alrededor de la colonia
del hongo indicando la presencia del complegjo celulolitico. En la Fig. 2. se muestran las
cepas que presentaron halos de hidrélisis y € diametro alcanzado al finalizar los 5 dias de
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incubacion, la cepa 2C 7714 se usO como testigo ya que esta no muestra actividad
celulalitica

Cepa 3B 1RA 7714 3A 1RA
Diametro (cm) 3.2 3.1
Imagen
Cepa 3B 7714 7 2C 7714
Diametro (cm) 2.5 2.05 1.05
Imagen

Fig. 2. Cepas fungicas con Actividad Celulolitica.
3.3 Identificacion Molecular

Después de seleccionar |as cepas que presentaron actividad celulolitica, se llevaron a cabo
pruebas moleculares para su identificacion. En la Fig. 3. se presenta la imagen obtenida
después del procedimiento de la PCR en € cua se obtuvieron los fragmentos amplificados
de ADNr de un tamafio de 422 pb, correspondiente a una region variable de la subunidad
pequefia del gen 18S rRNA de cada cepa. En la Tabla 2 se describe las secuencias
nucleotidicas de los primers empleados en la amplificacion del gen 18S ARNr SSU.
Posteriormente se realizaron |os alineamientos correspondientes (BLAST) con cada una de
las secuencias obtenidas empleando la base de datos "Standar Nucleotide™ del NCBI. Se
identificaron los siguientes géneros de hongos, Penicillium, Alternaria y Phaeosphaeria.

500 pb
422 pb
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Fig. 3. Gel de agarosaa 1.8% mostrando |os amplicones obtenidos por PCR. M) Marcador
Hyperladder V 500 pb; 1) 1RA; 2) 3A; 3) 3B; 4) 6A; 5) 7A; 6) 1RA 7714; 7) 3B 7714

Tabla 2. Secuencias nucletidicas de los primers empl eados parala amplificacion del
gen 18S ARNr SSU.

Primer Secuencia nucleotidica
nu-SSU-0817-5" (foward) | 5- TTAGCATGGAATAATRRAATAGGA- 3’
nu-SSU-1193-3" (reverse) 5-TCTGGACCTGGTGAGTTTCC -3

4. DISCUSIONES
4.1 Caracterizacion morfoldgica de las cepas en estudio

Basadndonos en las observaciones de | as cepas en estudio, podemos reportar que las especies
probables encontradas dentro de la coleccién de cepas fungicas son: Aspergillus,
Penicillium y Fusarium, sin embargo, la identificacion basada en caracteristicas
morfol 6gicas puede llegar a ser relativa por lo que se llevo a cabo unaidentificacion anivel
de género mediante técnicas moleculares. De las 24 cepas de la coleccion de muestras
ambientales de Cuatro Ciénegas, Coahuila se logro reactivar un total de 19 cepas fungicas
de las cuales no se tenian registros macroscopicos y microscopicos. La conservacion en
PDA y SDA en refrigeracion proporcion6 un 80% de reactivacion.

4.2 Evaluacion cualitativa dela Actividad Celulolitica

La actividad celulolitica se evidencio mediante la evaluacion cualitativa del revelado de
zonas de aclaramiento alrededor de la colonia de hongo, con € fin de seleccionar las cepas
gue segreguen las enzimas, utilizando colorante rojo-congo, ya que esta prueba se basa en
gue este colorante interacciona con los polisacaridos que tienen unidades D-glucopiranosil
contiguas unidas por enlaces 3-(1-4). La ventgja de este sistema deriva del intenso color del
complegjo colorante-glucano el cual permite la diferenciacion visual entre organismos que
utilizan celulosay los que no. Y oon et a., (2007) reportan que & rojo—congo es el colorante
mas recomendado para la redlizacion de ensayos en placa para la seleccion de la
degradacion de celulosa llevada a cabo por hongos. Se seleccionaron 7 cepas fungicas que
presentaron actividad celulolitica de un total de 19 cepas.

4.3 ldentificacion Molecular

Mediante el andlisis de la secuencia nucleotidica del gen 18S ADNr, se obtuvo la
identificaciéon molecular de las cepas en estudio, predominando los géneros Penicillium,
Alternaria y Phaeosphaeria, los cuales corresponden con las caracteristicas microscopicas
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descritas para cada una. Los primers nu-SSU-0817-5" y nu-SSU-1193-3" muestran ata
especificidad para ADNr de hongos, logrando amplificar las regiones variables V4 (parcial)
y V5 de la subunidad pequeiia del gen 18S ARNr a partir de cualquiera de los cuatro
principales phyla fangicos. Ascomycota, Basidiomycota, Chytridomycotay Zygomycota.
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