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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EXTRACELULAR DE ENDO-
1,3(4)-B-GLUCANASA Y AMPLIFICACION DE GENES ENDO-1,3(4)-8-GLUCANASA
A PARTIR DE Moniliophthora roreri
Héctor Sanchez Sanchez, MC.

Colegio de postgraduados, 2011
Se estudio la cinética de fermentacion del hongo fitopatégeno Moniliophthora roreri en
un sistema de fermentacion en estado solido (FES) utilizando bagazo de cafia de
azucar (BCA) como sustrato inductor. Los tratamientos (T) evaluados fueron: T1 bagazo
de cafa con indculo de M. roreri; T2: Bagazo de cafia sin indculo. Se evaluo la actividad
enzimatica endo 1, 3(4)-B-glucanasa, pH y biomasa durante un periodo de 30 dias. El
hongo fitopatégeno M. roreri se identifico6 mediante la prueba de PCR y secuenciacion
del gen 18S ADNr, asi como la region ITS1-5.8S-ITS2. Se disefiaron oligonucleétidos
iniciadores para amplificar el gen codificante de la enzima, endo 1, 3(4)-B-glucanasa, a
partir de secuencias de genes codificantes de esta enzima reportadas en otros hongos
fitopatdgenos.La actividad enzimatica endo 1, 3(4)-B-glucanasa mas alta se encontro el
dia 28 con 258.57 mU/mg de proteina total y con un pH de 7.22, lo que demostro ser el
pH 6ptimo. Se obtuvo un fragmento de 1768 (pb) de la amplificacién de la secuencia del
gen 18S ADNr y se registrd con el niumero de acceso JF730693 en GenBank (NCBI,
E.U.A)). El fragmento amplificado presenté 99% de identidad maxima con respecto a la
secuencia AY916745 depositada en GenBank correspondiente a M. roreri. La
amplificacion de la regién ITS1-5.8S-ITS2 gener6 un fragmento de 758 pb y se registr
con el nimero de acceso JF769489 en el GenBank, presentando 100% de identidad
maxima con respecto a la secuencia GU457437 depositada en el GenBank. Se obtuvo
un fragmento de 747 pb del gen (MrGLU1l) que codifica la enzima endo 1, 3(4)-B-
glucanasa y se registr6 con el numero de acceso JN029800 en el GenBank. Dicho
fragmento fue traducido a la secuencia de proteina, obteniéndose un fragmento de
proteina (mrGLU1) de 249 aminoacidos, que presentd una identidad maxima de 87%
con respecto a la secuencia de aminoacidos con nimero de acceso XP002389355 de

endo-1,3(4)-B-glucanasa putativa de M. perniciosa, depositada en el GenBank.
Palabras clave: Moniliophthora roreri, Moniliophthora perniciosa, endo-1,3(4)-3-

glucanasa.



DETERMINATION EXTRACELLULAR ACTIVITY ENZYMATIC OF ENDO-1, 3(4)-8-
GLUCANASE AND GENE AMPLIFICATION ENDO-1, 3(4)-8-GLUCANASE FROM
Moniliophthora roreri
Héctor Sanchez Sanchez, MC.

Colegio de postgraduados, 2011
Was study the fermentation kinetics of the phytopathogenic fungus Moniliophthora roreri
in a solid state fermentation (SSF) using sugarcane bagasse (BCA) as a substrate
inducer.Treatments (T) were evaluated: Tlbagasse inoculums of M.roreri; T2:
uninoculated cane bagasse. Enzymatic activity was evaluated endol, 3 (4)-B-glucanase,
pH and biomass over a period of 30 days. The phytopathogenic fungus M. roreri test
was identified by PCR and 18S rDNA gene sequencing and the ITS1-5.8S region, ITS2.
Oligonucleotide primers were designed to amplify the gene encoding the enzyme, endo
1, 3 (4)-B-glucanase, from sequences of genes encoding this enzyme reported in other
fungal pathogens. The enzyme activity endo 1, 3 (4)-B-glucanase was found highest
with 258.57 on 28 mU / mg of total protein and a pH of 7.22, which proved to be the
optimum pH. We obtained a fragment of 1768 base pairs (bp) amplification of the
sequence of 18S rDNA gene and registered with the access number JF730693 in
GenBank (NCBI, USA). The amplified fragment showed 99% identity with maximum
respect to the sequence deposited in GenBank AY916745 for M. roreri. Amplification of
the ITS1-5.8S region, ITS2 generated a fragment of 758 bp and was registered under
the accession number in GenBank JF769489, presenting maximum 100% identity with

respect to the sequence deposited in GenBank GU457437.

On the other hand obtained a fragment of 747 bp of the gene (MrGLU1) encoding the
enzyme endo 1, 3 (4)-B-glucanase and registered under the accession number in
GenBank JN029800. This fragment was translated into protein, obtaining a protein
fragment (mrGLU1) of 249 aminoacids, which presented a maximum of 87% identity
with respect to the amino acid sequence with access number XP002389355 endo-1,

3(4)-B-glucanase putative M. perniciosa, deposited in GenBank.

Key words: Moniliophthora roreri, Moniliophthora perniciosa, endo-1,3 (4)-B-glucanase.
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ABREVIATURAS

%: Porciento.

% w/w: Porcentaje peso peso.
(NH4),S04: Sulfato de amonio.

°C: Grados centigrados.

A: Adenina.

Azso: Absorbencia doscientos sesenta nanoémetros,
API: Sistema para identificacion de microorganismos.
Aw: Actividad de agua.

BCA: Bagazo de cafia de azUcar.

BGL: B-1,4-glucanasa.

C: Citosina.

C1: Exo-B-1,4-glucanasa.

Cx: Endo-B-1,4-glucanasa.

CaCly: Cloruro de calcio.

Cb: B-1,4-glucosidasa o celobiasa.
cm?:Centimetros cuadrados.

CuS0O, 5H,0: Sulfato de cobre pentahidrtado.
DNAr: Acido desoxiribonucleico ribosomal.
DNTPs: Desoxirribonucleotidos trifosfatos.
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.
EG: Endoglucanasa.

Fe(NH,4), SO4:Sulfato de fierro amonico.
FES: Fermentacion estado solido.

FeSO4: Sulfato de fierro.

g/kg: Gramos por kilogramos.

G: Guanina.
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CAPITULO |

INTRODUCCION
I.1. INTRODUCCION GENERAL

En afos recientes, el interés en celulasas y hemicelulasas se ha incrementado debido a
las numerosas aplicaciones potenciales de estas enzimas. Las xilanasas tienen una
variedad de aplicaciones tales como el blanqueo de la pulpa del papel, clarificacion de
jugos y vinos, separacion del almidén y produccién de ingredientes de alimentos
funcionales, mejora de la calidad de los productos de panaderia, y en la biotecnologia
de la alimentacién animal (Bhat, 2000), asi como en la formulacién de detergentes en
polvo, en la industria textil (Cavaco-Paulo, 1998; Rau, et al., 2008) y en la extraccién de
jugos de vegetales y frutas (Gusakov et al., 2000; Camassola et al., 2007)

Las celulasas son enzimas inducibles, que son sintetizadas por muchos
microorganismos durante su crecimiento en materiales celulésicos. Ejemplo de
microorganismos que se conocen producen celulasas incluyen a las especies
bacterianas de los géneros Clostridium y Bacillus, asi como especies de hongos
filamentosos de los géneros Penicillium, Aspergillus y Trichoderma (Persson et al.,
1991).

Se ha reportado que algunas especies del genero Penicillium poseen potencial para
producir celulasas (Jorgensen et al., 2003; Camassola et al., 2004; Kroghet al., 2004;
Jorgensen et al., 2005; Jorgensen et al., 2006). Sin embargo, cepas de P. funiculosum
rara vez han sido reportadas como productoras de celulasas. Van Wyk, (1999) compar6
el potencial hidrolitico de las celulasas producidas por P. funiculosum y Trichoderma
reesei, e indic6é que cuando se usaron por separado, la celulasa producida por P.
funiculosum, liberé niveles méas altos de glucosa con todos los diferentes sustrato
celuliticos ensayados.

Fusarium oxysporum es un hongo fitopatdgeno de gran interés econdémico ya que
ocasiona grandes pérdidas en numerosos cultivos. Se ha reportado que este hongo
produce una bateria de enzimas capaces de degradar polisacaridos complejos de las
paredes celulares vegetales. Como se sabe, las paredes vegetales tienen tres
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constituyentes poliméricos fundamentales: celulosa, hemicelulosa (polisacaridos no
celuliticos que incluyen glucanos, mananos y xilanos) y lignina, que posee una
estructura polifendlica compleja (Vazquez et al., 1992). Por otro lado se conoce que el
bagazo de la cafia de azucar ha mostrado ser un posible inductor para la sintesis del
complejo enzimatico celulasa debido a su contenido celulésico, aunque es necesario un
tratamiento quimico que vuelve a la celulosa méas disponible para el ataque por hongos
(Aguiar, 2001).

M. roreri es el agente causal de la moniliasis del cacao, considerada como una de las
mas importantes afecciones del cultivo en muchos paises del Centro y Sur América por
los dafios que ocasiona (Suarez, 2005). Se considera que M. roreri debe producir una
bateria de enzimas incluidas las endoglucanasas, celobiohidrolasas y B-glucanasas,
capaces de degradar los polisacaridos complejos de las paredes celulares vegetales.
Sin embargo, hasta el momento no existen reportes sobre la produccién de enzimas

celuloliticas en M. roreri.



[.2. OBJETIVO GENERAL

Amplificar y secuenciar posibles genes codificantes de enzimas extracelulares endo-
1,3(4)-B-glucanasas y estudiar la cinética de produccién de las mismas, a partir del
hongo fitopatdgeno Moniliophthora roreri cultivado bajo el sistema de fermentacién en

estado sdlido usando bagazo de cafia de aztucar como sustrato inductor.

[.2.1. OBJETIVO PARTICULAR

1. Realizar el aislamiento y la identificacion molecular del hongo Moniliophthora
roreri.

2. Determinar la cinética de produccion de biomasa del hongo fitopatégeno
Moniliophthora roreri bajo el sistema de fermentacion en estado solido usando
bagazo de cafia de azlicar como substrato inductor.

3. Estudiar la cinética de produccion de enzimas extracelulares endo-1,3(4)-B-
glucanasas, a partir del hongo fitopatégeno Moniliophthora roreri bajo el sistema
de fermentacion en estado sélido usando bagazo de cafia de azlcar como
substrato inductor.

4. Disefar iniciadores para la amplificacion y secuenciacion de posibles genes
codificantes de enzimas extracelulares endo-1,3(4)-B-glucanasas, a partir del
hongo fitopatdgeno Moniliophthora roreri.

5. Amplificar y secuenciar posibles genes codificantes de enzimas extracelulares

endo-1,3 (4)-B-glucanasas a partir del hongo fitopatdégeno Moniliophthora roreri.



1.3. HIPOTESIS

El hongo Moniliophthora roreri es un fitopatdgeno capaz de producir enzimas
extracelulares endo-1,3(4)-B-glucanasas inducidas en un sustrato mediante

fermentacion en estado solido.



[.4. ESTRUCTURA DE LA TESIS

El presente trabajo esta organizado en cuatro capitulos, en el CAPITULO: | Se hace
una introduccién general y se describen los objetivos e hipétesis generales de este
trabajo. En el CAPITULO Il Se presenta la revision de literatura presentando las
generalidades de M. roreri y de las enzimas celulasas. En el CAPITULO Il
Identificacion molecular de M. roreri, se describen las metodologias empleadas para la
identificacion molecular de la cepa MRO1, mediante la amplificacion y secuenciacion de
un fragmento de cada gen 18S ADNr y region ITS1-5.8S-ITS2. En el CAPITULO IV: Se
describe la amplificacion y secuenciacion de genes codificantes de enzimas
extracelulares endo-1,3 (4)-B-glucanasa a partir de Moniliophthora roreri, asi mismo, se
analizan las secuencias obtenidas en este trabajo y se envian al GenBank de la NCBI
para su registro. En el CAPITULO V: Se analiza la cinética de produccion de enzimas
extracelulares endo-1,3(4)-B-glucanasa del hongo fitopatdgeno Moniliophthora roreri
cultivado bajo el sistema de fermentacion en estado sélido usando bagazo de cafia de
azucar como sustrato inductor. Por ultimo, se muestran las conclusiones generales y las
recomendaciones derivadas de los diferentes ensayos realizados en el presente

trabajo.
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CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA
[I.1. Origen y distribucion de Moniliophthora roreri

Theobroma cacao L., (cacao) es una planta perenne que es cultivada por sus granos,
los cuales son usados para la elaboracion del chocolate y manteca de cacao. El cacao
es una planta que se desarrolla bajo sombra, no soporta temperaturas bajas, siendo su
temperatura limite promedio anual de 21°C y Optima de 25°C. La humedad relativa
también es importante ya que puede contribuir a la propagacion de algunas
enfermedades del fruto ocasionadas principalmente por los hongos fitopatdgenos
Phytophthora palmivora, Moniliophthora perniciosa y Moniliophthora roreri (Bowers et
al., 2001; Antunez, 2003; Griffith et al., 2003; Bateman et al., 2005; Crozier et al., 2006;
Samuels et al., 2006).

Ecuador fue considerado inicialmente como el probable centro de origen de la
moniliasis del cacao. Sin embargo, Phillips-Mora (2003), mediante estudios de genética
poblacional y el uso de marcadores moleculares, demostr6 que las regiones
geograficas del noroeste de Colombia contienen la mayor diversidad genética que
supera a la encontrada en Ecuador, por lo que se ubica a esta area como el centro de
origen mas probable.

La distribucion de M. roreri, esta actualmente restringida a América (Phillips-Mora et al.,
2007) donde ha sido reportado sucesivamente en 11 paises en un periodo de casi 200
afos, iniciando en Colombia en 1817 (Phillips-Mora, 2003), Ecuador en 1917 (Rorer,
1918), Venezuela en 1941 (Muller, 1941) y Perd en 1950 (McLaughlin, 1950). La
aparicion de M. roreri en Panama en 1956 (Orellana, 1956), marcé una expansion
geografica significante del hongo y este ha sido dispersado a través de Mesoamérica
(Phillips-Mora et al., 2007). Durante los ultimos 50 afios, M. roreri se dispersé mas de
2500 km abarcando seis paises: Costa Rica en 1978 (Enriquez y Suéarez, 1978),
Nicaragua en 1980 (Lépez y Enriquez, 1980), Honduras en 1997 (Porras y Enriquez,
1998), Guatemala en el 2002 (Phillips-Mora y Wikilson, 2007), Belice en el 2004
(Phillips-Mora et al., 2006b) y Meéxico en el 2005 (Phillips-Mora et al., 2006a),
alcanzando asi el limite norte del cultivo del cacao en el continente americano (Figura.
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1). Es de notar que en México, la dispersién se dio en un salto de aproximadamente
400 km, a la posicion mas al norte que se conoce. Posteriormente, regresa al sur de
Chiapas (Tapachula), cercano a la frontera sur-oeste de Guatemala. La forma en que
se dispersé la moniliasis del cacao hacia México, y al interior del territorio Mexicano,

sustenta la teoria de que este evento fue mediado por el hombre (Phillips-Mora et al.,
2006a).
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Figura 1. Probable diseminacion cronoldgica de la moniliasis del cacao en América (indicado por
lalinea remarcada). Linea roja = diseminacion inicial.
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[I.2.Taxonomia de Moniliophthora roreri

El agente causal de la moniliasis fue identificado por Smith en 1918, como una especie
del género Monilia. Ciferri y Parodi en 1933, revisaron la taxonomia del hongo y

confirmaron la identificacion temporal hecha por Smith, clasificando al hongo como

sigue:
Clase Deuteromycetes
Orden Hyphales
Genero Monilia
Especie roreri

Evans et al.(1978), observaron la presencia de caracteristicas morfologicas tipicas de
los Basidiomicetes, por lo que propusieron su agrupacion dentro de este grupo y
crearon un nuevo nombre para denominar la especie: Moniliopthora. La ausencia de
estructuras sexuales en el hongo impidié una clasificacion taxonémica mas exhaustiva
por casi 25 afios. Usando técnicas moleculares, Phillips-Mora (2003), recientemente
confirmd que el hongo es un Basidiomicete y determin6é que pertenece al orden de los
Agaricales y probablemente a la familia Tricholomataceae. Ademas, también demostré
gue este hongo es muy cercano genéticamente a Crinipellis perniciosa, agente causal
de la escoba de bruja. Evans et al. (2002), propusieron que el nombre Moniliophthora
roreri debia ser cambiado a Crinipellis roreri; sin embargo, es necesario realizar algunos
estudios complementarios para confirmar la validez de este cambio.

De acuerdo con Evans et al. (1978), Aime y Phillips-Mora (2005), la clasificacion

taxonomica de M. roreri es la siguiente:

Clase Deuteromycetes
Orden Hyphales

Familia Tricholomataceae
Genero Monilia

Especie roreri.
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En la actualidad en la base de datos de la National Center for Biotechnology
Information NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), se encuentra disponible la clasificacion

taxonomica que se indica a continuacion:

Super reino: Eukaryota

Reino: Fungi/grupo Metazoa
Subreino: Dikarya

Phylum: Basidiomycota
Clase: Agaricomycetes
Subclase: Agaricomycetidae
Orden: Agaricales

Familia: Marasmiaceae
Género: Moniliophthora
Especie: roreri

Sinénimo: Crinipellis roreri var. roreri

Por otro lado de acuerdo al Index Fungorum (http://www.speciesfungorum.org/) M. roreri
es clasificado de la siguiente forma:

Nombre: Moniliophthora roreri (Cif.) H.C. Evans, Stalpers, Samson y Benny, Can. J.
Bot.56 (20): 2530 (1978).

Sinénimo: Crinipellis roreri (Cif.) H.C. Evans, en Evans, Holmes, Phillips y Wilkinson,
Mycologist 16(4): 151 (2002); Monilia roreri Cif.in Ciferri y Parodi, Phytopath. Z.6 (5):
542 (1933).

Posicion en clasificacion: Marasmiaceae, Agaricales, Agaricomycetidae,
Agaricomycetes, Agaricomycotina, Basidiomycota, Fungi.

II.3.Morfologia basica de Moniliophthora roreri
En ciertos hongos la conidiofora o conidioforo, es una estructura microscopica
especializada en la produccién asexual de miles de esporas llamadas conidias. Las

conidioforas se localizan al extremo de hifas las cuales levantas la conidiofora en el aire

con el fin de esparcir las esporas con mas eficiencia. M. roreri posee micelio septado
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con doliporos tipicos. Las esporas también llamadas conidias, se producen en cadenas
con maduracion basipétala (Evans, 1981) y se desprenden facilmente del micelio; su
pared es gruesa y son amarilla-palido o café cuando forman masas de esporas. Las
esporas son principalmente globosas y elipsoides, las cuales se presentan en una
proporcion aproximada al 60% y 30% con un diametro promedio de 9 ym y de 8.6 X
11.8 um, respectivamente (Phillips-Mora, 2003).

En este hongo, los conidioforos ramificados dan lugar a cadenas maduras de conidios.
Los conidios son facilmente separables, de paredes gruesas, color amarillo palido y de
color café en masa, tipicamente globosa a subglobosa, de 6.5-8.0 y de 15-25 micras de
diametro, algunas veces elipsoides de 8-20 x 5-14 micras, paredes arriba de dos micras
de grosor. Los conidios cilindricos de paredes delgadas también estan presentes y
probablemente se derivan a partir de cadenas inmaduras. Las hifas se sumergen como
en la zona avanzada pero con hinchamientos mas frecuentes. El hongo también crece y
esporula bien sobre tallos lefiosos esterilizados con pérdidas significantes de peso del
sustrato; grumos de color crema compactos, de micelio estéril con gotitas de exudado
amarillo que se forman frecuentemente y los parches rojo purpura compuestos de hifas
rojas pesadamente incrustadas que estan presentes en los cultivos viejos. Las
temperaturas de crecimiento 6ptimas son de 25 a 26°C y maximo 33°C (Evans et al.,
1978).

I1.4. Descripcion morfoldgica del cultivo de Moniliophthora roreri in vitro

M roreri, crece lentamente sobre agar extracto de malta. Las colonias alcanzan un
diametro de 8-15 mm después de dos semanas, y muestran un borde levemente
levantado. El crecimiento en forma de tapete de aspecto lanoso a fieltro, de color
salmoén palido a rosa beige, finalmente se vuelve de color beige canela a arcilla, o
localmente café lanoso a chabacano palido. Ocasionalmente, el tapete es de inicio
suave a farindceo, de color blanco a crema o con matices ocraceos. No produce olor.
En la zona avanzada, la hifa es hialina, de pared delgada, septada y algunas veces es
levemente irregular con hinchamientos de 1.5- 5 micras de ancho. La hifa aérea es de
dos tipos: a) como en la zona avanzada, pero con paredes levemente engrosadas, y b)
hialina densa de color parduzco palido, no septado de 1-1.5 y 2-3 micras de ancho y el
esqueleto raramente ramificado (Evans et al., 1978).
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[1.5. Ciclo de vida de Moniliophthora roreri

De acuerdo con Evans et al.(1978), M. roreri represent6 el estado mitético (anamorfo)
de un basidiomiceto desconocido. Posteriormente, Evans, (1981) especul6 que el
teleomorfo (estado reproductivo sexual que tipicamente desarrolla un cuerpo fructifero)
podria ser una especie del género Crinepellis, dado el inusual ciclo vital pleomorfico,
hemibiotréfico que presenta M. roreri, el cual también es observado en otro de los
patogenos importantes del cacao: C. perniciosa.

Evans et al. (2002), encontraron evidencias de que la meiosis ocurre dentro de las
esporas, un fendmeno que tiene coherencia con el contenido nuclear variable de las
mismas; por lo que proponen que la fase reproductiva observada en M. roreri es sexual,
y que este patdgeno corresponde a un teleomorfo modificado. De acuerdo con estos
autores, durante la esporogénesis y germinacion ocurre la meiosis, la cual da lugar a la
formacion de hifas infectivas monocarioticas. La fase parasitica haploide se da sélo en
el tejido vivo (biotréfico), en la que el hongo crece y se alimenta intercelularmente sin
activar los mecanismos de defensa del hospedero. Una sefial no identificada (asociada
con la edad del fruto) estimula la transicion a la fase diploide necrotréfica, la cual induce
los sintomas caracteristicos de la moniliaisis (Evans et al., 2002). De acuerdo con
Griffith et al. (2003), lo anterior parece indicar que un antepasado de M. roreri perdio la
capacidad de formar basidiocarpos pero no la capacidad de experimentar divisién

nuclear meidtica (Griffith et al., 2003).

I1.6. Sintomas de la infeccién

Los frutos, son los Unicos 6rganos que pueden ser infectados naturalmente por M.
roreri. La infeccién, normalmente ocurre cuando estos son jovenes, y se tornan mas
resistentes cuando maduran. Las esporas se depositan sobre el fruto, germinan si hay
agua o mueren por la radiacion/desecacion. El periodo de incubacién es largo,
generalmente mayor a un mes. El dafio se extiende internamente con forme los frutos
crecen, y posteriormente, el organismo emerge a la superficie para esporular. Algunos
frutos que estan muy dafiados internamente, a veces no muestran evidencias externas

de la enfermedad conocida como infecciones ocultas (Figura 2a-e), pero pueden ser
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reconocidos porque pesan mas, debido a que estan llenos de agua por la
descomposicion interna que sufren (Evans, 1981).

Los sintomas externos de la enfermedad (Figura 2), inician con la aparicion de
pequefios puntos aceitosos (Figura 2c) sobre los frutos de 30-45 dias de edad. Estos
puntos usualmente no son detectados hasta que incrementan su tamafo, formando
manchas necréticas también Illamadas manchas chocolate (Figura 2d)
aproximadamente a los 75 dias después de la infeccion (Merchan, 1981). Otros
sintomas iniciales son la deformacion o la muerte de frutos pequefios, la cual en
algunos casos se puede confundir con la muerte fisiolégica de los mismos. También es
frecuente que algunas mazorcas en diferentes estados de desarrollo, presentan una
maduracién prematura en toda o en parte de su superficie (Suarez, 1971).
Aproximadamente 4-5 dias después de la aparicion de las manchas chocolate, sobre
estas se observan los signos del hongo que se caracterizan por la presencia de un
micelio blancuzco que se va tornando un poco mas oscuro conforme las esporas
maduran. Durante las semanas siguientes, los frutos se deshidratan (Figura 2f) y
momifican gradualmente (Phillips-Mora, 2004).

En el caso de los sintomas internos, el hongo produce una necrosis progresiva de los
tejidos internos (Figura 3). En los estados avanzados de la enfermedad, el interior de
los frutos (tejidos centrales, pulpa, semillas), forma una sola masa compacta acuosa
que es dificil de distinguir en sus partes originales. Sin embargo, dependiendo del
momento en que los frutos fueron infectados, las semillas podrian presentar un mayor o

menor nivel de deterioro (Desroiser y Suarez, 1974).
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Figura 2. Proceso de infeccién de mazorcas de Theobroma cacao L., infectadas con M. roreri: a)
Mazorca sana, b) Gibas o abultamientos sobre el fruto (infecciones tempranas). c)
Puntos aceitosos pequefios que crecen hasta formar manchas de bordes irregulares. d)
Madurez prematura (infecciones tardias). ) Manchas chocolate. f) Esporulacion del
hongo sobre las manchas.

18



Figura 3. Sintomas internos: descomposicion de tejidos

[1.7. Disponibilidad de tejido susceptible

El periodo de mayor susceptibilidad de los frutos a ser infectados por M. roreri, ocurre
en las primeras cuatro quincenas de edad, cuando los frutos adn se encuentran tiernos;
sin embargo, siguen susceptibles hasta cerca de los tres meses de edad. La incidencia
de la infeccién, depende no solo de la cantidad de frutos jévenes y sazones, sino que
mas bien esta cantidad depende, inversamente, de la incidencia previa de moniliasis y

de otras enfermedades (Porras y Gonzalez, 1984).

11.8. Fuente de in6culo

Las esporas son los Unicos propagulos infectivos de M. roreri, y los frutos, los Unicos
organos capaces de ser naturalmente infectados por ellas. Después de un periodo de
aproximadamente tres meses, los frutos enfermos se secan pero permanecen unidos al
tronco por largo tiempo. Estos frutos, conocidos como “momias”, son la principal fuente
de in6culo y son las responsables de las nuevas infecciones entre los ciclos de
produccion del cacao (Phillips-Mora, 2004).

Las esporas se producen abundantemente sobre los frutos enfermos, en cantidades
que alcanzan 44 millones de esporas/cm? (Campuzano, 1981, citados por Phillips-Mora,
2004). Asi, un fruto de tamafio adulto, puede producir mas de 7,000 millones de
esporas. Los frutos infectados pueden producir varios ciclos de esporulacion. Inclusive
las momias en el arbol o sobre el suelo son capaces de esporular aun cuando estén
muy cerca de su descomposicion (Ram, 1989, citado por Phillips-Mora, 2003; Evans,
1981).
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Después de su liberacion, un considerable nimero de esporas se depositan sobre las
copas de los arboles, el tronco, las yemas florales y aun las plantas epifitas, de donde
pueden infectar a los frutos sanos (Ram, 1989, citado por Phillips-Mora, 2004). Los
frutos infectados pueden producir varios ciclos de esporulacion. Aparentemente las
esporas en el suelo o sobre mazorcas en el suelo, no sobreviven mas de tres meses
debido a que son invadidos por microorganismos (Gonzélez, 1981, citado por Phillips-
Mora, 2004).

Porras y Gonzélez (1984), reportaron que la infeccidn de los frutos tiernos por M. roreri,
estd asociada con un clima hamedo, lluvia y un balance cal6rico (precipitacion/brillo
solar) de alto valor, y también por una alta poblacion de conidios en el medio. Los
analisis estadisticos indicaron una correlacién altamente significativa y positiva de la
incidencia mensual de la moniliasis con la humedad relativa minima y general (r=0.6958
y r= 0.6117, respectivamente), con el nimero de frutos removidos con sintomas(r=
0.5156) y significativa con la precipitacion (r= 0.3793). Esto sugiere que el ambiente
saturado, o la presencia de agua favorecen la germinacion de los conidios y el proceso

de infeccion (Porras y Gonzalez, 1984).

[1.9.Mecanismos de dispersion

El viento es el principal modo de dispersion de las esporas, aunque también pueden ser
diseminadas por el agua, insectos y otros animales. Las esporas secas, se desprenden
facilmente de las mazorcas mediante cualquier estimulo fisico, y son llevadas por el
viento, el cual puede moverlas a distancias considerables, mientras no existan
importantes barreras naturales. Sin embargo, aunque el hongo esta muy bien adaptado
a la dispersion por el viento, debido a que poseen esporas que se secan con facilidad y
tienen paredes gruesas, se ha sugerido que su movilizacién y sobrevivencia es limitada
por el peso de las mismas y por su susceptibilidad a la radiacion solar (Porras y
Enriquez, 1998).

Los seres humanos son los agentes mas efectivos de diseminacion de la moniliasis
alargas distancias, dado que el hongo estd muy bien adaptado a este método indirecto
de diseminacion. El largo periodo de colonizacion del fruto antes de la manifestacion de
sintomas visibles, hace posible que un fruto aparentemente sano, sea transportado
para ser usado como material de siembra u otro propdésito (Evans, 1986).
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Se deduce que los esfuerzos principales para evitar la dispersion de la enfermedad
hacia éareas nuevas, deben enfatizar la educacion de la poblacion sobre el
reconocimiento de la enfermedad y sobre los riesgos que tiene la movilizaciéon de
materiales de cacao, de un sitio a otro. La dispersion a largas distancias puede ocurrir
en dos vias, dentro o sobre frutos enfermos o sobre varetas u otro material vegetativo.
Las esporas pueden facilmente adherirse a estos tejidos y permanecer viable por varios
meses. Los vientos fuertes tales como huracanes y tornados pueden ser agentes de
diseminaciéon a largas distancias, sin embargo, este papel ain no ha sido esclarecido
(Phillips-Mora, 2004).

Diferentes especies de animales como monos, ardillas, ratas, murciélagos, venados,
pericos y otros tipos de aves, podrian tener un papel importante en la diseminacion de
la moniliasis. Estos animales, podrian favorecer la dispersion del hongo en dos vias:
llevando las esporas sobre sus cuerpos o dentro de sus tractos digestivos o bien,
transportando frutos enfermos o parte de ellos de un sitio a otro (Wood y Lass, 1985)

El agua, ya sea como lluvia o como rocio, es efectiva para liberar pequefas cantidades
de esporas (Evans, 1981). Las esporas que estan flotando en el aire pueden ser
depositadas por la lluvia sobre las copas de los arboles y ser distribuidas a otras partes
del arbol, particularmente al tronco de donde pueden infectar los frutos (Ram, 1989,
citado por Phillips-Mora, 2004).

[1.10. Epidemiologia

No se ha determinado experimentalmente el papel exacto que juega la lluvia, la
humedad relativa y la temperatura en el desarrollo de la enfermedad. Se ha observado
que las lluvias intensas y frecuentes, una humedad relativa alta y un ambiente humedo
en la plantacion, proporcionado por sombra excesiva y poca aireacion, favorecen la
frecuencia e intensidad del ataque (Barros, 1977).

Estas condiciones no se pueden generalizar, pues los factores que favorecen la
germinacion y penetracion del hongo (condiciones humedas), son diferentes a los
factores que favorecen la liberacién y diseminacion del inoculo (condiciones secas). Asi,
una condicién de alta temperatura (mayor de 26°C) y baja humedad relativa (menor de

85%), favorecen la liberacion de las esporas (Schmitz, 1985).
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Sobre las plantaciones afectadas, existe una presencia permanente de esporas de M.
roreri, flotando en el aire, por lo que la infeccion de los frutos puede ocurrir en cualquier
momento mientras exista tejido susceptible y condiciones ambientales favorables. La
cantidad de esporas en el aire esté influenciada por la hora del dia y la estacion del afio
(Schmitz, 1985).

I1.11. Clasificacién de las enzimas celulasas

El principal componente estructural de los vegetales es la celulosa. Este polisacérido,
esta formado por unidades de glucosa anhidra, las cuales se mantienen unidas
mediante enlaces [3-1,4-glucosidicos. Pero ademas, la configuracion B le permite a la
celulosa formar cadenas largas y lineales, las cuales no se presentan aisladas sino
unidas entre si mediante enlaces de hidrogeno intramolecular formando una estructura
supramolecular cristalina y organizada, resistente a la hidrélisis (Chou et al., 1981; Fan
et al., 1982; Ljungdahl y Eriksson, 1985).Los procesos de extraccion de compuestos de
interés, se realiza mediante la aplicacion de enzimas celulasas o preparados con
actividad enzimatica multiple (celulasa, hemicelulasa y pectinasa), debido a su efecto
sinérgico y por el potencial que tienen sobre la hidrélisis de los componentes
estructurales de la pared celular de los vegetales (Sreenath et al., 1987; Sreenath et al.,
1995; Chauhan et al., 2004).

La accién enzimatica para llevar a cabo la hidrdlisis de la celulosa implica la operacion
secuencial y la accion sinérgica de un grupo de celulasas, que presentan diferentes
sitios de enlace, debido a la naturaleza compleja de la molécula de celulosa (Lee,
1997).

El sistema para la conversion de celulosa a glucosa involucra tres tipos de enzimas
celulasas: la endo-B-1,4-glucanasa identificada como Cx (1,4-B-D-glucan glucano
hidrolasa E.C.3.2.1.4), la exo-B-1,4-glucanasa conocida como C1 (1,4-B-D-glucan
celobio hidrolasa E.C.3.2.1.91) y la $-1,4-glucosidasa o celobiasa también denominada
Cb y cuya clasificacion es B-D-glucésido glucohidrolasa E.C.3.2.1.21(Ladisch et al.,
1983; Bataille y Toussaint, 1985; Marsden y Gray, 1986; Lee, 1997; Hahn-H&agerdal y
Palmqvist, 2000).
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El mecanismo propuesto en la literatura para la degradacién de la celulosa puede
resumirse en tres etapas:

En la primera etapa, la endo B-1,4-glucanasa, actua al azar sobre los enlaces B-1,4
glucosidicos internos presentes entre las unidades de glucosa que forman la molécula
de la celulosa, y convierten las cadenas largas a oligosacaridos, los cuales mantienen
la configuracién B de su estructura. La accién de esta enzima es sobre las regiones
amorfas de la molécula de celulosa o sobre la superficie de las microfibrillas, y tiene
como resultado la disminucién de la longitud de la cadena de celulosa y la creacion de
nuevos extremos reactivos que sirven de sustrato para la posterior accion de C1 (Ryu y
Mandels, 1980; Chou et al., 1981; Philippidis y Smith, 1995; Lee, 1997).

En la segunda etapa, actua la exo B-1,4-glucanasa, la cual es una enzima que corta la
cadena 1,4 3-D-glucano a partir del extremo no reductor de la molécula de celulosa y de
las celodextrinas, lo que provoca la remocion de unidades de celobiosa o glucosa (Ryu
y Mandel, 1980; Marsden y Gray, 1986; Philippidis y Smith, 1995; Bhat y Bhat, 1997,
Lee, 1997). Ambas enzimas endoglucanasa y exoglucanasa, son inhibidas por uno de
los productos de la hidrolisis enzimatica, la celobiosa, lo que disminuye la eficiencia de
la hidrdlisis (Lee, 1997; Hahn-Hagerdal y Palmqvist, 2000).

Una vez degradada las zonas amorfas de la celulosa, tiene lugar la tercera etapa de la
hidrolisis, en donde la region cristalina comienza a ser hidrolizada, como resultado de la
accion sinérgica de la endoglucanasa y la exoglucanasa (Beldman et al., 1988).
Finalmente, una etapa que limita la degradacion de la celulosa es la hidrdlisis de la
celobiosa a glucosa mediante la accion de la B-1,4-glucosidasa o Cb, porque las
glucanasas son inhibidas por la celobiosa (Ladisch et al., 1983; Ljungdahl y Eriksson,
1985; Philippidis y Smith, 1995; Lee, 1997).

11.12. Uso de las enzimas celulasas en la industria de alimentos

El interés sobre el estudio de la aplicacion de enzimas en la industria de la extracciéon
de productos vegetales, se ha incrementado de manera importante en las Ultimas dos
décadas, debido a que ha mostrado ser una herramienta factible para facilitar la
liberacion de los componentes de las células del tejido en proceso y al mismo tiempo se

incrementa la produccién (Ovando y Waliszewski, 2005).
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En el proceso de extraccion de jugos, los preparados enzimaticos tienen un enorme
potencial de aplicacion por dos razones: por un lado, se incrementa el porcentaje de
extraccion de los jugos; y por otro lado, el jugo presenta un sabor mas agradable. Das
et al. (1994), registraron el efecto del uso individual de dos preparados enzimaticos
comerciales: Cellulast (con actividad celulasa) y Ultrazyme (con actividad pectinasa);
asi como la mezcla de ellos sobre la extraccion del jugo de naranja a partir de la pulpa
del fruto. Ellos observaron que el pre tratamiento de la pulpa de naranja en una relaciéon
pulpa/agua de 1:1, a una temperatura de incubacién de 45°C, durante 1 h, con la
enzima Ultrazyme a una concentracion de 0.32 UI/30 g de pulpa, provocé un aumento
en el contenido de los sélidos solubles de 1.4 °Brix, comparado con la muestra testigo
(sin enzima). El aumento de los sdlidos solubles, fue atribuido a que las enzimas
pectinasas solubilizaron la pectina y las membranas de la pared de las células que
contienen el jugo, lo cual provoc6 un ablandamiento del tejido de la pulpa, y aumento la
produccion de jugo. Sin embargo, cuando ellos evaluaron el efecto de la mezcla de las
enzimas comerciales (Cellulast y Ultrazyme) en la extraccién del jugo de naranja,
observaron un incremento de 1.8 °Bx en el contenido de los solidos solubles comparado
con el tratamiento testigo. Lo anterior, fue atribuido a la sinergia que ejercid el uso
combinado de las enzimas. La enzima celulasa adicionada sola, en las condiciones de
estudio, no presentd un efecto significativo (p > 0.05) con respecto al tratamiento testigo
(sin enzima). Por lo tanto, los autores concluyeron que la efectividad de las enzimas
dependera de la naturaleza quimica del sustrato analizado. Ademas, estos autores
detectaron que durante la pre digestién enzimética de la pulpa de naranja, se liberaron
otros componentes importantes de la fruta, como son los aceites esenciales, ademas de
los azUcares que juntos le imparten un sabor mas agradable al jugo (Ovando y
Waliszewski, 2005).

Otra aplicacion del uso de enzimas en la industria de alimentos, es la maceracion
enzimatica de frutas y vegetales como la zanahoria. EsS una etapa previa y muy
importante en cualquier proceso industrial, en donde se utiliza el tratamiento térmico,
por dos razones: 1) Evitar o disminuir la pérdida de los componentes nutricionales
presentes en el tejido vegetal, 2) Evitar el deterioro de las propiedades sensoriales del

producto como son la textura y el sabor. Por ejemplo, durante el procesamiento
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industrial del jugo de zanahoria, se recomienda una temperatura menor a 55 °C, para
evitar la inactivacion de las enzimas enddgenas de la zanahoria. Por lo tanto, la ventaja
de la maceracion enzimatica de la zanahoria, radica en que las enzimas pectinasas
solubilizan la pectina y las membranas de la pared de las células que contienen el jugo
provocando asi un ablandamiento del tejido; de tal manera, que se facilita la extraccién
del jugo durante el proceso industrial, ademas de que permite disminuir la temperatura
mejorando la palatabilidad del jugo (Dinnella et al., 1998).

Por otro lado, Bargaballo et al. (2004), menciona que en la industria de alimentos y
particularmente en el sector vinicola, se ha incrementado el interés en enzimas
glucohidrolasas, especialmente pectinasas y glucosidasas (Barbagallo et al., 2004). Lo
anterior, obedece a que muchos compuestos naturales que son componentes
importantes del sabor y aroma (monoterpenoles, C13 norisoprenoides y derivados) se
acumulan en muchas frutas como precursores de sabor con enlaces mono o
diglucosidico. Estos requieren hidrélisis quimica o enzimatica para la liberacion de las
fragancias y sabores (Christine et al., 1998). La hidrdlisis enzimética de los glucésidos
del vino de uva involucran la operacion secuencial de las reaccion de rhamnosidasa
(EC 3.2.1.40), arabinosidasa (EC 3.2.1.55) y la B-1,4-glucosidasa (EC 3.2.1.21), esta
Ultima cataliza la liberacion de componentes del sabor a partir de monosacaridos y
directamente incrementa el aroma del vino (Bagaballo et al., 2004).

Vora et al. (1999), describe el efecto de la mezcla de dos preparados enzimaticos
comerciales con actividad mixta: Rohament Max (pectinasa, hemicelulasa y celulasa) y
Rohament PL (poligalacturonasa) producidos por Enzymes Australia Pty. Ltd.El efecto
de dichos preparados fue estudiado para la produccién de jugo de zanahoria a partir de
la pulpa. Los resultados indicaron que la mezcla de los preparados enzimaticos en una
proporcion de 25:75 (Rohament PL: Rohament Max), provocé un incremento marcado
en el porcentaje de jugo de zanahoria extraido, comparado con el porcentaje de jugo
obtenido de la pulpa de zanahoria no tratada con la enzima. También, estos autores
observaron que el porcentaje de jugo de zanahoria obtenido de la pulpa tratada
enzimaticamente, varié con la concentracion de enzima analizada (75, 150, 300 y 500
ppm) y el tiempo de tratamiento enzimatico (30, 60, 90, 180 y 300 minutos). Las

condiciones Optimas, para la extraccion del jugo de zanahoria, registradas fueron una
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concentracion de enzima de 150 ppm y un tiempo de incubacion de 90 minutos, donde
el porcentaje de jugo extraido fue de 77.6 % y ademas presentd un bajo contenido de
sélidos (< 0.2 %, limite permitido de solidos en el jugo). Adicionalmente, ellos
observaron un incremento marcado en la extraccion de a-carotenos (3.6 veces mayor) y
B-carotenos (4.4 veces mayor) en el jugo de zanahoria tratado enzimaticamente en
comparaciéon con el jugo no tratado (testigo), donde el contenido de a-carotenos y B-
carotenos fue de 3.0 ppm y 3.2 ppm, respectivamente. Amanera de referencia, el
porcentaje de jugo de zanahoria extraido de la pulpa no tratada con la mezcla
enzimatica fue de sélo 36.0 %. Por lo tanto, los investigadores concluyeron que la
maceracion enziméatica de la pulpa de zanahoria, ademas de mejorar la extracciéon del
jugo, tuvo un efecto positivo sobre la calidad del jugo; ya que obtuvieron una mejor
extraccidn de carotenoides, sin alterar significativamente (p = 0.05) el color del jugo,
comparado con el jugo obtenido de zanahoria no tratada con la mezcla enzimética.

La extraccibn de colorantes es otra aplicacion atribuida a algunos preparados
enzimaticos, especificamente de laluteina a partir de las flores de caléndula. Delgado-
Vargas y Paredes-Lépez (1997), utilizo cinco preparados comerciales con actividades
mixtas principalmente de celulasa, hemicelulasa y pectinasa: Econasa-Cep y Pectinasa-
Cep suministradas por Enzyme Development Corp., Cytolasa-0 y Cytolasa-M129
obtenidas de Genencor Internacional (Rochester, NY) y Rapidasa-Press de Gist
Brocades (Seelin, Francia). El tratamiento de las flores de caléndula con cualquiera de
éstos preparados enziméaticos, permitié una mayor extraccion de la luteina, comparado
con el tratamiento testigo (sin enzima). Excepto con Rapidasa-Press, la cual no degradd
las flores de caléndula en las condiciones estudiadas. El preparado comercial Econasa-
Cep, que presentaba también actividad B-glucosidasa, fue el que provocé un mayor
rendimiento en la extraccion del carotenoide, a una concentracion de 0.1 % w/w y un
tiempo de incubacion de 120 h, incrementando el contenido de luteina extraida de la
caléndula de 1.7a 7.4 g/kg en base seca.

Por otro lado, se ha descrito que el tratamiento enzimatico es una alternativa viable
para mejorar la produccion de xantofilas extraidas de los pétalos de caléndula El
porcentaje obtenido de xantdfilas representd un incremento del 53.9 % superior con

respecto a la cantidad obtenida con el proceso comercial, debido a que la reaccion
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enzimatica conduce a la degradacion de los componentes de la pared celular
(principalmente celulosa y hemicelulosa), lo que provoca un incremento en la
permeabilidad de las células que mejora la trasferencia de masa de los componentes
hidrosolubles presentes en el tejido de las flores de la caléndula hacia la fase liquida
“extracto enziméatico” (Navarrete-Bolafios et al., 2005).

Otros investigadores han demostrado que ciertos preparados enziméticos con
actividades mixtas también son factibles para la liberacion de compuestos antioxidantes
fendlicos. Los resultados de estas investigaciones han mostrado, por ejemplo, que el
preparado enzimatico comercial Grindamyl pectinasa, con actividad mixta
principalmente pectinasa, pero también celulasa y hemicelulasa, producido por
Aspergillus niger (Danisco Ingredients), no solo fue efectivo al aumentar la extraccion
de los fenoles debido a la degradacion de los polisacéaridos (celulosa, hemicelulosa y
pectina) que constituyen la pared celular de la cascara de uva, sino que mejoré también
la actividad antioxidante de los extractos fendlicos, ya que la oxidacion de las
lipoproteinas se retras6 por un mayor tiempo (62 minutos) comparado con el
tratamiento sin enzima (47 minutos), lo cual fue atribuido a la liberacion selectiva de los
fenoles antioxidantes o a la conversion de los glucésidos fendlicos en compuestos
antioxidantes potentes, por la presencia de otras actividades en el preparado
enzimatico (Meyer et al., 1998).

Jeya et al. (2010), realizaron la purificacion y caracterizaron de una enzima endo B-1,4-
glucanasa a partir de Penicillum pinophilum cultivado en medio liquido suplementado
con diferentes fuentes de carbono (celulosa, glucosa, lactosa, maltosa, sucrosa,
celobiosa, carboximetilcelulosa, xilano, almidon de arroz y avicel) y nitrégeno (extracto
de levadura, peptona, maiz en polvo, urea, triptona, KNO3 y NaNQO3). Los niveles mas
altos de actividad enzimatica (5.0 U/mg de proteina) de endo B-1,4-glucanasa, fueron
obtenidos usando almidén de arroz y polvo de maiz, a valores de pH y temperatura
optimo de 5.0 y 28°C respectivamente. Los autores concluyen que aungue existen
muchos reportes de microorganismos productores de endo B-1,4-glucanasa, los niveles
altos de actividad enzimatica producidos por este hongo, indica la posibilidad de ser
considerado como un buen candidato para aplicaciones industriales como la

sacarificacion para la produccion de alcohol a partir de biomasa lignocelulitica.
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Recientemente, ha cobrado importancia el uso de enzimas exdgenas para incrementar
la digestibilidad de las paredes celulares (Pinos-Rodriguez et al., 2002a) y/o del almidon
(Mora et al., 2002; Buendia et al., 2003; Gutiérrez et al., 2005a; Gutiérrez et al., 2005b;
Rojo et al., 2005).

Las enzimas exdgenas, son aquellas que no pertenecen al sistema digestivo endégeno
del animal, por lo que deben ser incorporadas en el alimento. Las enzimas digestivas
amiloliticas estan involucradas en todas las reacciones metabdlicas que implican la
conversion de las moléculas complejas de almidon (amilosa y amilopectina) a sus
constituyentes mas simples, como ejemplos glucosa, maltosa e isomaltosa. Las
enzimas exogenas representaron una importante alternativa para incrementar la
productividad y reducir los costos en los sistemas de produccion de rumiantes
(Schingoethe et al., 1999).

Durante las ultimas dos décadas, la tecnologia de produccién de enzimas, y en especial
las de origen microbiano, ha permitido que estas sean actualmente comercializadas
para diversos usos industriales (Klibanov, 1983). Actualmente, 515 microorganismos del
género de Bacillus destacan éntre los distintos microorganismos estudiados y
modificados genéticamente para la produccion de amilasas de uso industrial (Declerk et
al., 1997; Castro et al., 1993a, 1993b). Particularmente, Bacillus licheniformis sobresale,
ya que degrad6é un amplio tipo de carbohidratos (Shariati et al., 1995; Bose y Das,
1996).

A la fecha, las enzimas exdgenas que con mayor frecuencia se han utilizado en la
alimentacion de rumiantes son las fibroliticas. La aplicacién de estas enzimas a la dieta
mejoro la union con el sustrato e incrementa la colonizacién microbiana del alimento,
ademas de aumentar la resistencia de estas enzimas a la protedlisis ruminal microbiana
y prolongar su tiempo de vida media en el rumen (Yang et al., 1998). Asi, diversos
estudios in vitro han mostrado efectos benéficos de las enzimas fibroliticas sobre la
degradacion ruminal de los forrajes (Feng et al., 1996; Beauchemin et al., 1998; Titi et
al., 1998; Tricarico et al., 1998; Pinos-Rodriguez et al., 2001).

También, estas enzimas han producido efectos positivos importantes sobre la
produccion de leche de ganado especializado (Dawson y Tricarico, 1999; Schingoethe

et al., 1999; Pinos-Rodriguez y Gonzalez, 2001), lo cual ha demostrado que el uso de
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enzimas fibroliticas permite aprovechar una mayor cantidad de energia de la fraccion de
la fibra potencialmente degradable en el rumen y asi reducirla cantidad de granos
incorporados en las raciones de vacas lecheras.

El uso de las enzimas amiloliticas termoestables, también tienen caracteristicas
potenciales para usarse como aditivo para mejorar la digestion ruminal del almidoén. Las
amilasas del B. licheniformis actuaron por difusion en los granulos de almidén (Helbert
et al., 1996) y presentaron una gran actividad en un intervalo de pH entre 4y 9, y de
temperatura entre 30 a 90°C con un 6ptimo de 76°C. El rumen tiene condiciones de pH
cercanas a la neutralidad con una temperatura constante de 39°C, por lo que las
amilasas industriales termoestables podrian actuar sinérgicamente con las enzimas
producidas por los microorganismos ruminales y con la accién de ambos tipos de
enzimas incrementar la degradabilidad ruminal del almidén (Ingle y Erickson, 1978;
Dobreva et al., 1994).

En la nutriciébn de rumiantes, las amilasas termoestables se usan principalmente en el
analisis del contenido de almidon y en la determinacion del contendido de paredes
celulares en alimentos ricos en almidon, de las cuales algunas de ellas presentan
caracteristicas potenciales para usarse como aditivo dietario en rumiantes, como es el
caso de las amilasas del B. licheniformis (Rojo et al., 2005).

Las amilasas termoestables de B. licheniformis y A. niger, son tanto del tipo endo
amilasas como exoamilasas, las que actian por difusion a través del granulo del
almidon y podrian hidrolizar las células de aleurona inmersas en el ectodermo donde se
encuentra el almidon. Las amilasas actuaron en el grupo final no reductor del polimero
de amilosa o amilopectina, especificamente sobre los enlaces a-1,4 o a-1,6
glucosidicos, y produjeron desde polisacaridos de alto peso molecular hasta residuos
de cinco moléculas de glucosa, maltotriosa, maltosa y glucosa (Ingle y Erickson, 1978;
Helbert et al., 1996).

Las alfa-amilasas termoestables de B. licheniformis presentan actividad alta a pH de 4 a
9 (6ptimo de 7.0) y temperaturas de 30 a 90°C con un Optimo de 76°C. Aun cuando las
condiciones fisicoquimicas del rumen no son las Optimas, aunado a su potencial
degradacion por accion de las proteasas microbianas, los resultados obtenidos han

demostrado que estas amilasas pueden ser Gtiles y podrian actuar sinérgicamente con
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las enzimas extracelulares sintetizadas por las bacterias amiloliticas presentes en el

rumen (Ingle y Erickson, 1978; Dobreva et al., 1994; Bose y Das., 1996).

11.13. Fermentacion en estado sélido

En la industria azucarera, el principal producto de la fraccion insoluble de la cafia de
azucar, después de extraido el jugo, es el bagazo, y representa cerca del 25% de la
cafa cultivada, destinandose basicamente a sustituir combustible fésil (Figueroa y Ly,
1990).
La fermentacion en estado solido (FES) del bagazo de la cafia de azucar, mediante la
accion de microorganismos que degradan la celulosa y la lignina presentes en su
composicién, es muy benéfica. A partir de dicho proceso, se obtiene alimento para
animales suplementado con proteina unicelular, enzimas microbianas (fitasas,
pectinasas, celulasas y xilanasas), ademas de contribuir al saneamiento del medio
ambiente (Carrasco et al., 2003).
Moo-Young et al. (1980 y 1983), definen a la FES como un proceso en donde la
humedad presente se encuentra retenida de forma compleja dentro de la matriz solida.
Posteriormente se incluyeron a todos los procesos que utilizan materiales insolubles en
agua para el crecimiento de microorganismos en ausencia de agua libre, al igual que
Mitchell et al. (1999).
Duran et al. (1996), describen a la FES como un método de cultivo de microorganismos
sobre y/o dentro de particulas solidas. El liquido ligado a las particulas debe ser en una
cantidad que asegure la actividad de agua adecuada para el crecimiento y el
metabolismo de los microorganismos, pero sin exceder el maximo poder de retencion
de agua de matriz solida
Viniegra (1997), define a la FES como un proceso microbiolégico que ocurre
comunmente en la superficie de materiales solidos que tienen la propiedad de absorber
y contener agua, con o sin nutrientes solubles, haciendo énfasis en que esta definicion
abarca a procesos donde el soporte solido es inerte y los sustratos que utilizan los
microorganismo puede ser sustancias solubles en agua.
Por su parte, Pandey et al. (2000), sefiala que frecuentemente se han usado los
términos fermentacibn en estado sélido y fermentacibn en sustrato sélido
ambiguamente, y que deben distinguirse. El término fermentacion en sustrato sélido,
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debe usarse solo en los procesos donde el sustrato actie como fuente de carbono y
energia en ausencia o casi en ausencia de agua libre, y la fermentacién en estado
sélido debe definir una fermentacion que ocurra en ausencia o casi en ausencia de
agua libre, empleando un sustrato natural como el caso anterior o usando un material
inerte como soporte solido.

La FES es uno de los métodos mas prometedores para la produccién de proteina no
convencional, a partir de los residuos lignocelulésicos. Lo anterior, esta determinado
principalmente por los grandes volimenes de estos residuos que se producen
anualmente en el mundo, asi como las ventajas que tiene el sistema de FES sobre las
fermentaciones sumergidas convencionales (Brizuela et al., 1998).

El bagazo de cafla de azucar (BCA) es uno de los mayores subproductos
lignoceluldsicos agroindustriales. Se compone aproximadamente de celulosa (50%),
hemicelulosa (25%) y lignina (25%) (Soccol et al.,, 2003), los cuales pueden ser

utilizados para la produccion microbiana de celulasas y xilanasas (Bhat, 2000).
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CAPITULO IlI

IDENTIFICACION MOLECULAR DEL HONGO FITOPATOGENO M. roreri,
MEDIANTE LA AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL GEN 18S ADNr Y LA
REGION ITS1-5.85-ITS2

[11.1. INTRODUCCION

La identificacion de microorganismos particularmente hongos, con base a las
caracteristicas morfolégicas de los aislamientos en medio de cultivo y la tasa de
crecimiento miceliar, es dificil de lograr, debido a que su aspecto morfolégico puede
variar incluso entre los aislados de una misma especie (Hughes et al., 2000).

La identificacién de hongos como las especies del género Aspergillus, con base en los
métodos morfologicos, requiere de la adaptacion del cultivo para la evaluacién de las
caracteristicas microscépicas y morfologia colonial. Por lo general, el cultivo de un
hongo, requiere alrededor de 5 dias o mas, para la identificacion de las formas
anamorficas (Sampson, 1994).

Las caracteristicas morfolégicas y estructuras reproductivas empleadas en la
identificacion de hongos aislados, puede tomar desde dias hasta semanas para lograr
el desarrollo en cultivo, asi mismo, la evaluacion de estas caracteristicas requiere
experiencia en micologia (Pfaller y Wenzel, 1992). Algunos meétodos comerciales
usados para la identificacion de levaduras patdégenas, son los sistemas API y VITEK.
Son sistemas de identificacion que asocia una galeria bioquimica miniaturizada y una
base de datos, estos sistemas incorporan reactivos disecados en cavidades plasticas
dentro de las cuales se coloca una suspension del organismo en estudio, con un
inoculo abundante, dichos sistemas requieren de 2 a 3 dias para que las reacciones
guimicas puedan ser interpretadas, ademas, las bases de datos para la interpretacion
de los resultados son muy costosas (Dooley et al., 1994; Fenn et al., 1994; Ramani et
al., 1998).

Las técnicas moleculares utilizadas para la amplificacion de blancos de ADN
proporcionan un método alternativo para el diagnostico e identificacion (Kurtzman y
Robnett, 1997). La deteccion de secuencias de ADN de hongos basados en pruebas de

PCR, puede ser rapido, sensible y especifica (Makimura et al., 1994). La region
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codificante de los genes nucleares 18S, 5.8S y 28S rRNA, evolucionan lentamente y
estan relativamente conservados entre hongos, proporcionan una base molecular para
establecer su relacién filogenética (White et al., 1990). Entre las regiones codificantes
estdn las regiones espaciadoras internas transcritas 1 y 2 (ITS1 y ITS2
respectivamente) como se muestra en figura 4, los cuales evolucionan mas
rapidamente y por lo tanto, puede variar entre diferentes especies dentro de un género.
Asi la amplificacion por PCR puede facilitar la identificacion de la region ITS dela
secuencia de ADN con suficiente polimorfismo para ser usado en la identificacion de
especies de hongos (White et al., 1990).

Se ha descrito que los blancos moleculares para la deteccion de Aspergillus a nivel de
género, pueden incluir el gen 18S rRNA, ADN mitocondrial, la region espaciadora
intergénica y las regiones espaciadoras transcrita (ITS). Las regiones ITS estan
localizadas entre los genes 18S y 28S rRNA y ofrece distintas ventajas sobre otros
blancos moleculares, incluyendo el incremento de la sensibilidad al doble, debido a la
existencia de aproximadamente 100 copias por genoma. El gen rRNA del RNA 5.8S,
separa las dos regiones ITS. La variacion de la secuencia de la region ITS ha permitido
su uso en estudios filogenéticos de muchos microorganismos diferentes (Guarro et al.,
1999; White et al., 1990).

Otros métodos de biologia molecular utilizados como herramienta principal para
identificar especies de microorganismo son RAPD (Welsh y McClelland, 1990; Williams
et al., 1990), AFLP (Majer et al., 1996), amplificacion de la region ITS y digestion
posterior con enzimas de restriccion (Snyder y Jones, 1999; Forster y Adaskaveg, 2000)
y otros tipos de marcadores moleculares.

Aime y Phillips-Mora(2005) mencionaron que la identificacion de M. roreri se ha
realizado mediante la amplificacion por PCR de la secuencia del ITS, asi como el gen
28S RNAr, empleando los iniciadores especificos ITS1-F/ITS4 y LSU4-B/LR6
respectivamente. Las secuencias obtenidas (Numero de acceso del GenBank:
DQ222923-26) fueron 100% homodlogas a la de las cepas del hongo encontradas en
diferentes partes de Centro América.

Por lo anterior, con la finalidad de realizar la identificacion molecular de la cepa MRO1,
aislada de mazorcas de cacao con signos y sintomas de moniliasis, el gen 18S RNAr y
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la regidn ITS1-5.8S-ITS2 fueron amplificad