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Resumen

La ciudad de Neiva (Colombia) cuenta con diversidad de frutos tropicales, de los cuales el pomorroso
(Syzygium malaccense) es uno de los mas abundantes y poco consumido. En este estudio se aislaron y
caracterizaron levaduras presentes en el fruto del pomorroso a partir de muestras tomadas en diferentes
puntos de la comuna 1 de la ciudad, teniendo en cuenta las épocas de mayor produccion a afio (junio y
diciembre). Para el recuento de UFC/g de fruto se realizaron diluciones seriadas que posteriormente se
cultivaron en agar papadextrosa (PDA) con gentamicina. Lacaracterizacion delos diferentes morfotipos se
realiz6 mediante descripcion delas colonias en placay delas células a microscopio. Ademas, se realizaron
pruebasfisioldgicasy bioquimicas como laevaluacion del crecimiento a37° Cy atemperaturaambiente, y
la asimilacion de algunos azlcares simples. Los recuentos de las levaduras aisladas de las diferentes
muestras estuvieron comprendidos entre 10x10? y 54x10? UFC/g, apartir de los cuales se identificaron 20
morfotipos diferentes que correspondieron a seis géneros de levaduras: Rhodotorula spp.; Hanseniaspora
spp.; Brettanomyces spp.; Candida spp.; Kloekera sp.; Torulopsis sp., ademés de un hongo dimdrfico. La
evaluacion del medio de cultivo artesanal a base del mismo fruto permitié el crecimiento optimo de los
diferentes morfotipos de levaduras previamente aisladas en PDA; las levaduras aisladas mantuvieron su
viabilidad 6 meses después de mantenerse conservadas bajo capa de aceite mineral. L os resultados obteni-
dos en este estudio pueden ser Utiles para la seleccion de levaduras de importancia en la industria
biotecnol 6gica. Ademés se demuestra que el fruto se encuentra libre de levaduras patégenas.

Palabras clave: Syzygium malaccense (pomorroso); levaduras; asimilacion de compuestos carbonados;
inocuidad de alimentos; medio de cultivo artesanal.
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Abstract

Thecity of Neiva(Colombia), hostsadiversity of tropical fruit, including the rose appl e (Syzygiummalaccense),
which is one of the most abundant, but rarely consumed. In this study, the yeasts in the rose apple were
isolated and characterized after samples were taken from different areas of the city’s Comuna 1, taking into
account that they are most abundant in June and December. In order to cal culate the CFU/g of the fruit, serial
dilutionswere undertaken that were subsequently cultivated in Potato Dextrose Agar (PDA) with gentamicin.
The characterization of the different morphotypes is carried out through using the plate count method and
analyzing the cells through a microscope. Moreover, physiological and biochemical tests were undertaken,
such asthe evaluation of bacterial growth at atemperature of 37 °C and at room temperature, and the assimilation
of some simple sugars. The calculations of the isolated yeasts from the different samples were found to be
between 10x10? and 54x10? CFU/g. Twenty different morphotypeswereidentified, which were understood to
belong to six different genera of yeast: Rhodotorula spp.; Hanseniaspora spp; Brettanomyces spp;
Candida spp; Kloeckera; Torulopsis, aswell asaDimorphic fungus. The evaluation of the artisanal cultivation
method for the same fruit allowed for the optimum increase of the different yeast morphotypes that were
previoudly isolated in the PDA. The isolated yeasts kept their viability for six months conserved under a
mineral-oil overlay. Theresults obtained in this study can be used for the selection of important yeastsin the
bio-technic industry. Furthermore, it is shown that the fruit is free of pathogenic yeast.

Key words: Syzygium malaccense (pomarrosa); yeasts; assimilation of carbon compounds; food safety;
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artesanal cultivation method.

1. Introduccién

Labiodiversidad fungica es considerada una de las
principal esfuentes deinnovacion biotecnol dgicay una
gran variedad de hébitats han sido sel eccionados con
el fin de encontrar microorgani smos biotecnol ogica-
menteimportantes (Bhadraet al. 2008).

Laslevadurasquehabitanlosfrutos, graciasalosmuilti-
ples mecanismos de adaptaci on que han desarrollado
frente acondiciones adversas, como laexposicion di-
rectaalosrayos solares, periodos de desecacion, tem-
peraturasy condicionesde osmolaridad extrema, pueden
ser utilizadas en varios campos industriales y
biotecnol 6gicos (Uribe 2007). Lascondicionesquepre-
valecen en estoshabitats natural esdeterminanlaactivi-
dad metabdlica, €l crecimientoy lasupervivenciade
dichaslevaduras(Desk, 2006).

Laexploracion delabiodiversidad delaslevadurasde
ambientes natural es extremos puede aportar datosva
liosos referidos a papel de las mismas en esos am-
bientesy a sus mecani smos de adaptacion (Libkind,
2005). Lahabilidad de adherenciaalasuperficiede
frutosy hojasque han desarrollado algunaslevaduras
leshapermitido sobrevivir aambientes con altaexpo-
siciénalaradiacion solar por medio delaproduccion
de pigmentos oscuros, que asu vez, les permite pro-
veer unaproteccion natural alaplantacontralosdife-
rentes patégenos (Lindow, 2004).
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En Colombia, e pomorroso como frutano estan co-
nocido, yaqueno secomercializani cultivadelamis-
ma forma que las demés frutas tropicales. Sin
embargo, es utilizado en agunas ciudades de nuestro
pais como alimento, ya seaen fresco por su exético
sabor o elaborado en postres, jaleasy dul ces debido
asu contenido nutriciona (Medinay Calderdn, 2008).
Pese a las propiedades de inocuidad que posee €l
fruto del pomorroso, lacomunidad neivanahacreado
un mito acercade su consumo refiriendo malestar a
momento de ingerirlo por la posible presencia de
microorganismos.

Teniendo en cuentalaabundanciadel frutoy lapoca
investigacion anivel microbiol 6gico queseharediza-
do enlaregion sobreel mismo, el objetivo deestetra-
bajo esaidar y caracterizar las levaduras presentes
en este tipo de frutos tropical es que posteriormente
pueden ser utilizadas con fines biotecnol égicosenla
produccion de vino o como agente biocontrolador, asi
como laeval uacién de un método viable de conserva-
cion paralevadurasy de un medio decultivo naturd a
base del mismo fruto.

2. Materiales y métodos

Losmuestreosfueron realizados en lacomunal, ubi-
cadaal noroccidente delaciudad de Neiva, con una
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extension de 2.4 Km?y comprendida por 43 barrios
reconocidos por el Departamento de Planeacion Mu-
nicipal . Estacomunacuentacon unapoblacién aproxi-
madade 43.750 habitantes.

Parala recoleccion del material de estudio se em-
pled & método de muestreo sistemético engrillas, con
un tamafio de muestrade 160 arbolesdistribuidosen
17 grillas. Sereadlizaron 10 muestreos comprendidos
entreeneroy junio de 2014, teniendo en cuentalas
dos épocas de cosecha anual del &rbol: laprimera,
entrediciembrey enero y lasegundaentre junioy
julio de cada afno. Las muestras (una muestra
corresponde aun fruto en estado apropiado de ma-
duracién) fueron empacadasy transportadasindivi-
dualmente bajo condiciones asépticas en bolsas
pl&sticastipo ziploc; luego se procesaron inmediata-
menteen e laboratorio.

El procesamiento de muestras serealizd segliin el pro-
tocolo adaptado del Manual de Técnicas Bésicasde
MicrobiologiadeAlimentosdelaUniversidad Nacio-
nal Auténomade México. Este consistié en homoge-
neizar en licuadora los frutos en 90 ml de agua
peptonada estéril y apartir deelatransferir L ml aun
tubo que contenia9 ml del mismo diluyente; de cada
unadelasdiluciones se sembraron por duplicado 100
ML delamuestraen agar papa dextrosa (PDA) con
gentamicinay seincubd atemperaturaambientede 3
ab dias; para el recuento de colonias se empleo €
método de recuento estandar paramohosy levaduras
seguin laNorma TécnicaColombiana(NTC) 4092.

En ladescripcion delamorfologiade coloniasetuvo
en cuentalaforma, elevacion, borde, consistenciay
color y mediantetincion de Gram serealizo ladescrip-
ciéndelamorfologiace ular teniendo en cuentalafor-
ma, reproducciony estructurastipicascomolapresencia
depseudohifas.

Delosmorfotipos descritos se aislaron por duplicado
cultivos puros en PDA paradeterminar laasimila-
cién de azlicares mediante latécnicade auxonograma;
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se evaluaron sacarosa, glucosa, maltosa, galactosa,
lactosa, arabinosacomo unicas fuentesde carbonoy
nitrato de sodio como Unicafuente de nitrégeno, com-
parado con la prueba de fermentacion en agar TSI.
Ademés, seevalud el crecimiento atemperaturaam-
bientey a37 °C.

Laviabilidad delaslevaduras se prob6 conbaseenla
estabilidad morfol 6gicadelacoloniay celular, enlas
pruebasde asimilacion de azlicaresy denitrogenoy en
el crecimiento atemperaturaambientey 37°C, 6 meses
después de permanecer bgjo capadeaceite mineral.

Se prepard un medio de cultivo artesanal abase del
extracto del pomorroso como Unicafuentedenutrientes
y como agente solidificante gelatinasin sabor, adicio-
nando como inhibidor del crecimiento bacteriano 1 ml
de gentamicinaaunaconcentracion de 0,24 mg/ml.

3. Resultadosy discusion

Enlatablal se presentan losresultados del recuento
deUFC/gdemuestray € total demorfotiposaidados,
segun la época de muestreo. De acuerdo con Cano
(2006), un recuento bajo de levaduras no asegurala
ausencia de patdgenos o sus toxinas, de la misma
manera, un recuento elevado no significapresenciade
mi croorgani smos patégenos.

Sin embargo, parapoder establecer lainocuidad del
fruto del pomorroso es necesario determinar laespe-
ciedelaslevaduras encontradas, yaque algunas son
propias del fruto y alavez son responsables de sus
caracteristicas organol épticas.

Enlatabla?2 serelacionalapigmentacion delas colo-
nias con latemporada de muestreo. Como lo indica
Medinay Calderén (2008) la especie del Syzygium
mal accense posee unaramificacion smpodia y una
disposicion caulinar del fruto dentro delasramasdel

arbal, lo cua condicionalaprevaenciadelascolonias
color blanco, tanto en latemporadasecacomo lluviosa.

Tabla 1. Recuento de UFC por épocade produccion del érbol (NTC 4092)

N° demuestreo M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10

Epocademuestreo Eneo Eneo Febrero Febrero Febreeo Mayo Mayo Mao Mayo  Junio
UFClg 31*10? 0 0 0 10%10? 0 18¥ 1% 24*10¢7 54%10° 11*1¢?
Morfotipos caracterizados 2 0 0 0 5 0 4 1 6 2
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Tabla 2. Pigmentacién de la colonia segin latemporada de muestreo

Temporadademuestreo

Color delacolonia NUmerodemorfotipos

Seca (meses de enero y febrero)

Blanco
Salmén
Cord

[

Lluviosa (meses de mayoy junio)

Blanco
Cord
Beige

Marrén

Rosado

PR RPN

Resultados similares fueron obtenidos por Usman
(2012), quien reportd quelamayoriadelascolonias
levaduriformesaidadasdelapulpadel pomorroso pre-
sentaron color blanco (20) y beige (18). Deigua ma-
nera, Uribe (2007) reportd quelascoloniasaidadasde
lafil6sferadelamorapresentaron coloracion blanco
(23), crema(17) y rosa(6).

Parael caso delas colonias que presentaron pigmen-
tacion, esta caracteristicaestaasociadaalaresisten-
cia que muchas levaduras han desarrollado para
sobrevivir aambientes con altaexposicion alaradia-
cion solar (Lindow, 2004), al igual que lacapacidad
pararealizar cambios estructurales al interior de la
célulacomo respuestaaun cambio brusco generado
por estrésosmatico (Mager, 2002).

Algunasdelaslevaduras aisladas presentaron cam-
biosen sumorfologiade colonia. Tal como se mues-
traenlatabla3, el morfotipo 8, ademéas de presentar
unavariacion en su pigmentaci 6n pasando de color
beige con centro més oscuro a gris perlado con
pigmentosdifusiblesalacoloniacolor beige, presen-

t6 pigmentosde coloniadifusiblesa medio color man-
darina. Como lo indica Dastager et al., 2006 los
pigmentos difusibles son produci dos principal mente
durante lafase estacionariadelacurvade crecimiento
deloshongos, dondellevan acabo su metabolismo
secundario sintetizando metabolitos volétiles, com-
puestos arométicosy quinonas que pueden tener efec-
to antibidtico.

Seidentificaron 20 morfotiposdiferentes que corres-
pondieron aseisgénerosdelevaduras: Rhodotorula
spp.; Hanseniaspora spp.; Brettanomyces spp.;
Candida spp.; Kloekera spp.; Torulopsis spp.

El morfotipo 10 presentd unavariacion en sumorofo-
logia, pasando de unaaparienciatipicade un hongo
levaduriformealade un hongo filamentoso, tal como
seindicaenlafigural.A. Lo anterior sugiereel desa-
rrollo de un hongo dematiaceo con una fase leva-
duriformey unafasemicelia lacua sueleconfundirse
con frecuencia con especies del género Aspergillus
(figural.B) y que corresponde alo encontrado en esta
investigacion (Cecil, 1996).

Ul 4
L] o

& ;-‘_.i{ A a

Figural. A. Morfologiade coloniacon crecimiento en PDA. B. Morfologiacelular.
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Tabla 3. Descipcion delamorfologiade coloniay morfol ogiacelular de los morfotipos aislados.

Morfotipo Descripcidn decolonia Descripcion celular

1 Coloniacircular de4 mmdediametro, bordeentero,  Levadura eliptica, gemante, con un solo brote de
elevacion convexa, superficie brillante, consisten-  gemacion en el &pice y escasa pseudohifa.
cia cremosa, color salmon, con centro rosado y de
morfologiacomplea, bordetras tcido.

4 Coloniacircular de 11 mm dediametro, bordeente-  Levadura ovoide, algunas de gran tamafio, con
ro, elevacion umbonada, superficie serosa, consiss  abundante gemacion en el &picey escasagemacion
tenciacremosa, color blanco con centro crema. Con  lateral, con un solo brote de gemacidn y pseudohifa.
olor caracteristico afermentacion.

8 Coloniacircular de 3mmdediametro, bordeentero,  Levadura eliptica, gemante con un solo brote de

elevacion convexa, superficie brillante, consisten-  gemacidn en el &pice, con escasa pseudohifa
cia cremosa, color beige con centro mas oscuro.
Pasadostres dias de crecimiento, presentapliegues
y centro con granulos color gris, pigmentos difusi-
blesa medio color mandarina; el repique es de co-
lor gris perlado con puntos color beige y presenta
pigmentos difusiblesa medio color mandarina.

10 Coloniacircular de4 mmdediametro, bordeentero,  Levadura ovoide, gemante con un solo brote de
plana, superficie cerosa, consistenciapétrea, creci-  gemacion en el dpice, con pseudohifa.
miento concéntrico, color marrén oscuro, con olor
caracteristico afermentacion.

1 Coloniacircular de2,5 mmdediametro, bordeente-  Levaduraeliptica, muy pocas gemantescon un solo
ro, elevacion concava, superficie brillante, consis-  brote en el dpice, con abundante pseudomicelio.
tencia cremosa, color blanco. Pasadosalgunos dias
deincubacion, lacolonia se tornacolor beige.

1“4 Coloniairregular de4 mm dediametro, bordeesca-  Levadura eliptica de mayor longitud, con escasa
rolado, elevacion pulvinada, superficiecerosa, con-  gemacion y un solo brote en el épice, con abun-
sistencia cremosa, color rosado, toda la colonia  dante pseudohifa.
presenta pliegues. Pasados dias de incubacion la
colonia se torna color salmoén.

17 Coloniacircular de2 mm de diametro, bordeentero,  Levadura ovoide en gemacién con un solo brote
elevacion convexa, superficie brillante, consisten-  en el dpice, algunaspocas con gemacién multilateral,
ciacremosa, color blanco, con olor caracteristicoa  con escasa pseudohifa.
fermentacidn.

2 Coloniacircular de 8 mm de didmetro, bordepoco  Levadura eliptica alargada y gruesa, pocas en

ondulado, elevacion convexa, superficie cerosa,
consistenciacremosa, color blanco con centro cre-
ma, con olor caracteristico afermentacion.

gemacion polar y escasamente gemacion lateral con
un solo brote. Dispuestas mayormente en parejas
y tétradas.
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Caracterizacion fisiolégica de los morofotipos
aislados

M ediante caracterizaciOn fisiol 6gicase determiné que
|os morfotipos ai slados presentan un mejor desarro-
Ilo atemperaturaambiente (24 a27°C) (Tabla4), lo
cual correspondealo reportado por Uribe (2007) que
al evaluar el efecto delatemperaturasobreel creci-
miento delaslevadurasaisladasdelafilosferadela
mora, €l rango éptimo de crecimiento se presentd entre
25a37°C.

Enlatabla4 semuestran losresultados delacaracte-
rizacion bioquimicamediantelaevaluacion delaasi-
milacion de azlicares (auxonograma), observandose
mayor crecimiento de levaduras alrededor de los
sensidiscosimpregnados con galactosa(18) y glucosa
(15); el menor crecimiento se observé alrededor de
los sensidiscoscon maltosa (7). Laasimilacion deni-
trato de sodio result6 negativa para la mayoria de
morfotipos.

Teniendo en cuentatanto lacaracterizacion morfol0gica
de coloniacomo celular y losresultados de las prue-
basfisiol6gicasy bioguimicas, seidentificaron seis(6)
génerosdelevaduras de acuerdo con el uso de claves
dicotébmicas; estos grupos correspondieron a
Rhodotorula spp. (6 morfotipos); Hanseniaspora spp.
(3 morfotipos); Brettanomyces spp. (2 morfotipos);
Candida spp. (2 morfotipos); Kloekera sp. (1
morfotipo); Torulopsis sp. (1 morfotipo); hongos
dimérficos (1 morfotipo) y 4 morfotiposalosqueno
seidentifico el género. Losresultadosdelaslevadu-
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ras aisladas en lacomuna 1 delaciudad de Neivaa
partir de la pulpay corteza del fruto de pomorroso
muestran correspondenciacon lasaidadasdelapulpa
de pomorroso en laUniversidad del Valle, donde se
identificaron 8 especies diferentes de los géneros
Hanseniaspora, Pichia, Sporidiobolus,y Rhodo-
torula, Candida Clavispora, especiesbiotecnol ogica
menteimportantes.

Especies como Candida guillermondii aislada de
frutos de uchuvahan sido estudiadas por Buitragoy
Escobar (2009) como unaalternativaviable parare-
tardar lapudricion que presentael fruto del banano.
Uribe (2007), en su estudio de caracterizacion fisio-
|6gicadelevadurasaisladasdelafilosferadelamora
encontrd especies identificadas como Candida
kunwiensis, Cryptococcus laurentii, Cryptoco-
ccus humicola, Dipodoscus tetrasper ma, que mos-
traron el mejor comportamiento en las pruebas de
crecimiento a diferentes temperaturas, pH y altas
concetraciones de glucosa.

Teniendo en cuentalosresultados de | os estudios an-
terioresy losde estainvestigacion en particular, lapre-
senciadel género Candida en el fruto de pomorroso
puede constituirse en unafuente de estudio paraposi-
blesméodosde control bioldgico en cultivosdelare-
gién surcolombiana,

Elaboracion del medio de cultivo artesanal

En medio de cultivo artesanal a base de pomorroso
(figura2A) einoculadas|aslevadurasaidadasdeeste

Tabla 4. Resultados del auxonogramay del crecimiento adiferentestemperaturas

Morfaotipo

Prueba

M8 M9 MI0 MILMI2M13 M14 MISMI6 M17 M18 M19 M20

Crecimientoa37° C - - -
CrecimientoaT° ambiente (28 °C)
Asimilacién de comp. Carbonados
Sacarosa

Glucosa

Maltosa

Galactosa

Lactosa

Arabinosa - -
asimilacion de comp. Nitrogenados
Nitrato de sodio ok

+
'

+ +

+ 4+ 4+ 0+

*

1
+
1
1
1

R
+

R R

+
+
+
+
+
+

+
+ 0+ + +
+ + + 0+ 4+
+ + + + + +
+ + 0+ +
+ 0+ +
+ 0+
'

+ 4+ 0+

+
o+ o+ 4
+ + + 0+
'

+
+
1

+ positivo - negativo R regular * sin determinar
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frutoy desarrolladas previamente en € agar papadex-
trosa(PDA) crecieronalos 3 diasdecultivoy atem-
peratura ambiente (24 a 27 °C) (figura 2B). En
comparacion con el PDA, el crecimientodelasleva-
durasen e medio de cultivo artesanal fue masrapido,
este resultado probablemente sedebaaquelasleva
duras se adaptan masfacilmente alosmedios de cul -
tivo naturales.

Resultados similaresfueron expuestos por Buitragoy
Escobar (2009) quienes elaboraron un agar banano
amarilloy verde, en donde se evidencid un buen creci-
miento delalevadura Candida guillermondii en am-
bas concentraciones de disponibilidad de nutrientes
(agar banano amarilloy agar banano verde).

De igual manera para comprobar las propiedades
nutricional es del medio de cultivo artesanal, se sem-
braron cepas de hongosfilamentososloscualesseas-
larondefrutasy verduras (figura2C). A las 24 horas
de cultivo a temperatura ambiente (24 a 27 °C) se
observé buen crecimiento decolonias, lo cua permite
demostrar que el medio de cultivo artesana abasede
pomorroso puede ser utilizado como medio de cultivo
paraunagran variedad de microorganismosfungicos
quenolictanlageatina.

El medio de cultivo artesanal a base de pomorroso
(MAP) debido asus caracteristicas particularescomo
Su aparienciay consistencia, requiere de precaucion
a momento de ser elaboradoy utilizado: noresistela
incubacionalos 37 °C (sefunde), seconservainverti-
do atemperaturaambiente (24 a27 °C) y, aungquela
superficiedd agar no permiteredizar unabuenasiem-
bradebido asu cons stenciaantideslizantey pegajosa,
s permitee buendesarrolloy crecimiento deorganis-
mosfungicos.

<
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Evaluacion del aceite mineral como método de
conservacion

L os20 morfotipos caracterizados en este estudio pre-
sentaron viabilidad a ser conservados durante 6 me-
ses en capa de aceite mineral, yaque al redlizar las
pruebas de asimilacion de azticares, nitrato (NaNO,)
y crecimiento adiferentestemperaturas (temperatura
ambiente: 24a27 °Cy 37°C), no seateraron sus ca-
racteristicasmorfol dgicasy fisiolégicas.

Loanterior esconfirmado por Panizo et al. (2005) quie-
nes utilizaron 411 hongos: 170 levaduras y 241
filamentosos, escogidosal azar delaMicotecadel De-
partamento de Micologiadel Ingtituto Naciona deHi-
giene Rafael Rangel ubicada en Venezuela 'y los
preservaron por duplicado tanto en aguadestiladacomo
baj o capadeaceitemineral atemperaturapromedio de
8°C. Delas170levadurasestudiadas, & 100% seman-
tuvieron puras, viablesy establesmorfol 6gi camente por
los dos métodos de preservacion usados, variando €
tiempo de preservacion entre 2 a 48 afios, semprey
cuando se subcultivaran en promedio cadaafioy medio.

4. Conclusiones

En e fruto de Syzygium malaccense no se aislaron
levaduras patégenas, |0s géneros que se caracteriza-
ron eidentificaron fenotipicay bioquimicamente co-
rrespondieron a: Hanseniaspora spp., Brettanomyces
spp., Rhodotorula spp. Candida spp., Kloekera spp.
y Torulopsis spp., ademéas de hongos dimorficosy 4
morfotiposalosqueno seidentificd el género. Estos
aldados delevaduras pueden ser biotecnol égicamente
importantestanto paralaindustriavinicolacomo para
el sector agropecuario delaregion.

Figura2. A.MAP. B. Coloniaslevaduriformes. C. Hongos filamentosos.
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El método de conservacion en aceite mineral esreco-
mendabl e paralaimplementaci én de coleccionesbio-
|6gicas, yaque permite mantener laviabilidad delos
microorganismoslevaduriformes, semprey cuando se
encuentreen constantevigilancia

El MAP puede ser utilizado como medio de cultivo
paraunagran variedad de microorganismosfingicos,
yaquepermitié aidar tanto laslevaduras presentesen
el fruto como hongosfilamentosos tomados de otros
alimentos (frutasy verduras).
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