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Identificacion de
microorganismos
asociados a residuos
de higuerilla (Ricinus
communis)

Identification of
microorganisms
associated with castor
waste (Ricinus communis)

Identificacao de
microorganismos
associados residuos de
castor mamona (Ricinus
communis)

Resumen

Abstract

Resumo

El objetivo de este articulo fue aislar e
identificar los microorganismos presentes
en los residuos de fruto y torta de higuerilla
(Ricinus communis). Se utilizaron medios
de cultivo selectivos para la caracterizaciéon
morfolégica y bioquimica y para la
identificacion molecular se usd la técnica de
PCR con oligonucleétidos universales RM y
RB del gen 16S para bacterias y secuencias
intergénicas ITS1 e ITS4 para hongos y
levaduras.

Las secuencias fueron analizadas
identificindose nueve especies de hongos,
siendo Penicillium brevicompactum
predominante; 12 especies de bacterias,
donde el género mds recurrente fue

Bacillus sp.; y dos especies de levaduras,
Rhodosporidium paludigenum y Pichia
burtonni.

La identificacién de la microbiota nativa
presente en los residuos de higuerilla es
muy promisoria, aportando un amplio
conocimiento sobre la versatilidad metabélica
de cada una de las cepas aisladas. El mayor
nimero de aislamientos se obtuvieron de

la torta por el alto contenido de nutrientes
presentes en este residuo.

The aim of this article is to isolate and to
identify microorganisms present in the fruit
and cake waste of castor (Ricinus communis).
Selective culture media for morphological
and biochemical characterization were used.
For molecular identification, PCR technique
was performed with universal primers RM
and RB from the bacterial 16S gene and the
ITS5 and ITS4 intergenic sequences from
molds and yeasts.

Sequences were analyzed identifying 9 fungal
species being predominant Penicillium
brevicompactum; 12 species of bacteria, where
genus Bacillus sp. was the most recurrent;

and two species of yeast Pichia burtonni and
Rhodosporidium paludigenum.

The identification of this native microbiota

in the waste of castor is very promising,
providing a broad knowledge of the metabolic
versatility of each of the isolates. The majority
of isolates were obtained from the cake by the
high content of nutrients in the waste.

O objetivo da pesquisa foi isolar e identificar
os microrganismos presentes nos residuos da
fruta e bolo de mamona (Ricinus communis).
Foram utilizados meios de cultura seletivos
para caracterizagdo morfoldgica e bioquimica.
Para a identificagdo molecular empleou-se

a técnica de PCR com primers gerais RM

do gen RB 168 para bactérias e sequéncias
intergénicas ITS1 e ITS4 para fungos e
leveduras.

As sequéncias foram analisadas e
identificaram-se nove espécies de fungos,
sendo o predominante Penicillium
brevicompactum; 12 espécies de bactérias,
nas quais o género mais recorrente foi o
Bacillus sp.; e duas espécies de levedura
Rhodosporidium paludigenum e Pichia
burtonni.

A identificagdo da microbiota nativa presente
nos residuos de ricino ¢ muito promissoria,
proporcionando um amplo conhecimento

da versatilidade metabolica de cada uma das
cepas isoladas. A maioria das amostras foram
obtidas a partir do bolo pelo alto contetdo de
nutrientes nestos residuos.

Palabras clave: bacterias, hongos, desechos
lignoceluldsicos, secuencia de nucleétidos,
agroindustria.

Keywords: Bacteria, fungi, lignocellulosic
wastes, nucleotide sequence, agribusiness.

Palavras-chave: bactérias, fungos, residuos
lignoceluldsicos, seqiiéncia de nucleotideos,
agronegocios.
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Introduccion

La higuerilla (Ricinus communis L) es una planta de la familia Euphor-
biaceae considerada una especie silvestre. Su cultivo ha cobrado impor-
tancia en los ultimos afios, debido a las aplicaciones en la produccién
de biodiesel y en la industria petroquimica que ofrece el aceite de ricino
extraido de la semilla (I), pues ha alcanzado gran valor comercial inter-
nacionalmente (2), de 100 kg de semilla de higuerilla se obtienen 45 kg
de aceite y 50 kg de torta y harina (3).

En Colombia se estd implementando el cultivo e industrializacion
de la higuerilla (Ricinus communis) incentivado por el programa de sus-
titucién de cultivos ilicitos como alternativa para el desarrollo social y
ambiental (4). Una de las metas del Gobierno Nacional consiste en au-
mentar los empleos rurales formales en torno a los biocombustibles. La
higuerilla se encuentra dentro de los cultivos atractivos porque produce
1.320 litros de biodiesel por hectarea y no constituye fuente de alimento
para el hombre (5,6).

Aunque el departamento de Caldas ha promovido el cultivo de esta
especie (7), su industrializacién produce toneladas de desechos solidos
al afo, lo cual ha llevado a los cultivadores a buscar opciones para apr-
ovechar los subproductos generados como las céscaras del fruto, tallos,
cascarilla de la semilla y la torta producto de la extraccion del aceite,
entre otros (8). Estos desechos sélidos causan problemas de contami-
naciéon ambiental, ademas de pérdidas de biomasa y de nutrientes im-
portantes que pueden ser utilizados en procesos agroindustriales (9). La
biotransformacién puede ser una estrategia de solucion, pues el aceite
que queda en la torta promueve la actividad de los microorganismos
que contribuye a aumentar el valor proteico de los residuos agroindus-
triales (9) y la capacidad enzimatica que poseen facilita la degradacién
e induce el proceso de compostaje (10). Esta potencialidad ha llevado al
desarrollo de enzimas industriales y al mejoramiento de las cepas para
aumentar la produccion (11). Estd demostrado que la biomasa residual
puede ser utilizada para la produccién de combustibles renovables (12).

La torta es un subproducto muy importante que se utiliza princi-
palmente como fertilizante orgdnico por su alto contenido de nutrien-
tes (13,14), sin embargo es toxica y alergénica debido a la presencia de
toxinas como ricina y ricinina (15). Esto ha promovido la realizacién

de investigaciones sobre la detoxificacién con el propdsito de utilizarla
como unica fuente de proteina en alimentos para animales (16). Adicio-
nalmente, se considera materia prima potencial para la produccion de
bioetanol debido a su alto contenido de almidén (17).

Su composicion es de 1,91% de nitrégeno; 0,28% de fésforo; 3,02%
de potasio y 33,8% de proteina cruda (18). India es el primer produc-
tor mundial de aceite de ricino, seguido de China y Brasil (19), la torta
resultante se utiliza como fertilizante orgdnico por ser una excelente
fuente de nitrégeno, potasio y fésforo (6). Se ha demostrado que posee
propiedades insecticidas y nematicidas (20).

Los desechos lignoceluldsicos generados en el procesamiento de la
higuerilla albergan una microbiota diversa, su aislamiento y caracter-
izacion garantizan el conocimiento de microorganismos que privilegian
las condiciones climéticas y agroecoldgicas de la region.

Este estudio tuvo como objetivo identificar hongos y bacterias pre-
sentes en los residuos lignoceluldsicos generados en el cultivo y proc-
esamiento industrial de la higuerilla (Ricinus communis), con el fin de
ofrecer posibilidades de aprovechamiento en la elaboracién de biopre-
parados basados en cepas eficientes y definir su efecto al ser inoculados
en cultivos de importancia econdmica como alternativa de biofertil-
izacién, en control de patégenos o en procesos de degradacion de re-
siduos. De esta manera se fomenta la utilizacién de practicas limpias en
la agricultura y se convierte en recurso viable para el manejo y conser-
vacion de los recursos naturales.

Materiales y métodos
Toma de Muestras

Se tomaron por triplicado 200 g de muestra de cascara de fruto y de
torta de un cultivo de higuerilla en una granja ubicada en la vereda San-
tagueda del municipio de Palestina (Caldas), con las siguientes condi-
ciones climaticas: msnm 1050, Temperatura media 23 °C, precipitacion
promedio anual: 2200 mm, Humedad relativa: 76%.

Tabla 1. Microorganismos aislados de los residuos del fruto y torta de higuerilla (Ricinus communis)

Aislamientos Fruto (Codigo) Torta (Codigo)
Bacillus pumilus GIBI206; GIBI204; GIBI189; GIBI193; GIBI203 GIBI187; GIBI192
Bacillus sp. GIBI1SS GIBI208; GIBIZ(;)IZB;I(I};IZIZG()IIB;I?;];II99; GIBI197;
Bacillus subtilis o GIBI200
Fusarium equiseti GIBI221 -
Fusarium solani o GIBI213
Halomonas sp. . GIBI198

Penicillium brevicompactum GIBI224; GIBI223

Penicillium olsoni
Pichia burtonii

GIBI209
GIBI186

Rhodosporidium pallidogenum
Staphylococcus sciuri
Staphylococcus sp.

Total general 11

GIBI228; GIBI227; GIBI226; GIBI225; GIBI220;
GIBI219; GIBI217; GIBI216; GIBI215

GIBI222
GIBI212; GIBI211; GIBI210

GIBI196
26



Aislamiento de microorganismos

Los microorganismos se aislaron a partir de muestras de residuos de la
torta y de la cdscara del fruto de higuerilla, se tomaron 20 gy se adicion-
aron a 180 mL de agua destilada estéril para preparar la solucién patrén.
Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas en base 10, se tomaron
las diluciones de 10 hasta 10 y se sembro6 por superficie 0,1 mL de
cada una en medios Agar Nutritivo para bacterias, Agar Papa Dextrosa
y Rosa de Bengala para hongos. Después de describir el tipo de colonia
registrada en los medios de cultivo, se realiz6 una caracterizacién mor-
fologica de las bacterias y se procedi6 a realizar su aislamiento en me-
dios de cultivos selectivos, Agar Sangre para las bacterias Gram positivas
y Agar MacConkey para las bacterias Gram negativas.

La identificacién de los hongos se realiz6 mediante la técnica de mi-
crocultivos empleando la clave taxondémica de hongos imperfectos de
Barnett y Hunter 1998 (21).

Para la identificacién molecular se realizé la extraccién de ADN de
las bacterias usando el Kit PureLink” Genomic DNA (Invitrogen®, EUA)
y de los hongos con el protocolo de Wendland et al 1996 (22). Se ampli-
ficé mediante la Reaccién en Cadena de Polimerasa (PCR) con oligonu-
cle6tidos universales del gen 16S RM y RB para bacterias (5’- AGA GTT
TGA TYM TGG CTC AG-3’) y RM (5- GGA CTA CCA GGG TAT
CTA ATC C-3’) (23), y secuencias intergénicas ITS1 e ITS4 para hongos.
Para las dos reacciones se usé un programa de PCR en un volumen final
de 25 pL por reaccion (buffer de PCR 1X, dNTPs 0,2 mM, MgCl2 1 mM,
primers 0,5 uM, taq ADN polimerasa recombinante (Invitrogen®) 1U y
100 ng de ADN bacteriano). Se utilizé el termociclador MS mini (Bio-
Rad’, EUA) y el siguiente programa de amplificacion: desnaturalizacion
inicial a 95 °C por 5 min, 35 ciclos de 92 °C por 1 min, 57 °C por 30 s, y
72 °C por 1 min. Los productos de PCR se analizaron por electroforesis

Tabla 2. Caracteristicas culturales y micromorfoldgicas de los microorganismos aislados

en gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio. Se realiz6 la secuen-
ciacién de los productos de PCR en la compaiiia Macrogen® (Corea del
Sur); para lo que se enviaron viales que contenian aproximadamente 20
uL de los productos de cada reaccién de PCR.

Las secuencias fueron analizadas por calidad utilizando el programa
CLC main Workbench ver. 6.1 °2015 CLC bio, QIAGEN vy luego anota-
das utilizando el programa BLAST ver. 2.2.27+ comparandolas contra
la base de datos nt del NCBI, con un valor-e umbral de 1x107. Estos
resultados fueron filtrados con el 80% de similitud y 80% de cobertura
de la regién amplificada. Se validd la pertenencia al género bacteriano
usando la base de datos RDP.

Resultados y discusion

A partir de los residuos de la cascara del fruto y de la torta de higuerilla
generados en la industrializacién, se aislaron de las muestras de torta 7
cepas de Bacillus sp., se identificé un aislado de la cdscara del fruto como
Bacillus altitudinis, 2 aislados de la torta y 5 de la cdscara del fruto fueron
identificados como Bacillus pumilus y un aislado de la torta identificado
como Bacillus subtilis.

También fueron identificados Staphylococcus sp. aislado de la torta,
Staphylococcus sciuri aislado de la céscara del fruto, Halomonas sp. ais-
lada de la torta, Rhodosporidum paludigenum aislado de la céscara del
fruto y dos especies de Pichia burtonii aisladas de la torta; 2 especies
del hongo Penicillium brevicompactum aisladas de la cascara del fruto
y 6 aisladas de la torta, Penicillium olsonii, Fusarium solani 'y Fusarium
equiseti aislados de la torta. En la Tabla 1 se evidencia que la torta de
higuerilla presenté mayor cantidad de colonias recuperadas de bacterias
y hongos respecto a las cepas aisladas de los residuos del fruto.
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Tabla 3. Identificacion de los aislamientos con BLAST usando el gen 16S.

Codigo Descripcion HIT E-value Cobertura (%) Identidad (%) Tamaiio (pb)
GIBI186 Staphylococcus sciuri 0,0 98 99 774
GIBI187 Bacillus pumilus 0,0 98 99 772
GIBI188 Bacillus sp. 0,0 74 96 926
GIBI189 Bacillus pumilus 0,0 100 99 768
GIBI192 Bacillus pumilus 0,0 95 98 768
GIBI193 Bacillus pumilus 0,0 98 99 768
GIBI194 Bacillus sp. 0,0 99 99 767
GIBI195 Bacillus sp. 0,0 98 99 764
GIBI196 Staphylococcus sp. 0,0 99 99 748
GIBI197 Bacillus sp. 0,0 98 92 767
GIBI198 Halomonas sp. 0,0 55 92 410
GIBI199 Bacillus sp. 0,0 100 99 767
GIBI200 Bacillus subtilis 0,0 99 99 766
GIBI201 Bacillus sp. 0,0 99 99 763
GIBI202 Bacillus sp. 0,0 98 99 767
GIBI203 Bacillus pumilus 0,0 97 96 736
GIBI204 Bacillus pumilus 0,0 99 99 769
GIBI206 Bacillus pumilus 0,0 98 98 767
GIBI208 Bacillus sp. 0,0 88 88 290
GIBI209 Rhodosporidium pallidogenum 0,0 98 99 565
GIBI210 Pichia burtonii 6,6 x 10°%7 76 99 563
GIBI211 Pichia burtonii 8,4 x 1016 97 98 642
GIBI212 Pichia burtonii 0,0 87 100 405
GIBI213 Fusarium solani 0,0 98 99 536
GIBI215 Penicillium brevicompactum 0,0 98 99 549
GIBI216 Penicillium brevicompactum 0,0 96 99 549
GIBI217 Penicillium brevicompactum 0,0 98 99 549
GIBI219 Penicillium brevicompactum 0,0 96 99 549
GIBI220 Penicillium brevicompactum 0,0 98 99 538
GIBI221 Fusarium equiseti 0,0 98 99 519
GIBI222 Penicillium olsoni 0,0 95 99 549
GIBI223 Penicillium brevicompactum 0,0 99 97 545
GIBI224 Penicillium brevicompactum 0,0 96 99 524
GIBI225 Penicillium brevicompactum 0,0 97 99 548
GIBI226 Penicillium brevicompactum 0,0 95 99 530
GIBI227 Penicillium brevicompactum 0,0 100 100 548
GIBI228 Penicillium brevicompactum 0,0 96 99 557
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En la Tabla 2 se observan las caracteristicas culturales y micromor-
folégicas de los microorganismos aislados. Bacterias: a. Bacillus altitu-
dinis (GIBI 188) b. Bacillus pumilus (GIBI 193) c. Bacillus sp. (GIBI 202)
d. Bacillus subtilis (GIBI 200) e. Halomona sp. (GIBI 198) f. Staphylococ-
cus sciuri (GIBI186) g. Staphylococcus sp. (GIBI 196)

Levaduras: i. Pichia burtonii (GIBI 210) j. Rhodosporidum paludi-
genum (GIBI 209) Hongos: k. Fusarium equiseti (GIBI 221) 1. Fusarium
solani (GIBI 356) m. Penicillium brevicompactum (GIBI 227) n. Penicilli-
um olsonii (GIBI 222) o. Penicillium brevicompactum (GIBI 227).

En la Tabla 3 se discriminan los resultados del BLAST, el cual permi-
te la identificacién confiable de los microorganismos (cobertura e iden-
tidad mayor a 95%) para el 89% de los aislamientos (33/37).

En Colombia, hasta el momento, no existen reportes de estudios
realizados sobre la caracterizacion de los microorganismos que coloni-
zan los residuos lignocelulésicos céscara del fruto y torta, generados a
partir de la industrializacion de la higuerilla Ricinus communis, de ahi la
importancia de los resultados de esta investigacion.

La torta de higuerilla es un residuo rico en nutrientes (8) y como
consecuencia albergo el mas alto porcentaje de los aislamientos 68%, en
comparacion con los obtenidos de la cdscara del fruto que presento el
31%. El género bacteriano con mayor frecuencia de aparicion en la torta
fue Bacillus sp., que se caracteriza por formar endosporas que lo hacen
resistente al medio ambiente y al calor, ademas es un gran productor de
enzimas hidroliticas y antagonista de hongos fitopatdgenos entre ellos
Fusarium solani (23).

Las potencialidades de uso de diferentes géneros microbianos para
la estimulacion del crecimiento vegetal, el control biologico de patdge-
nos y la degradacion de compuestos lignoceluloliticos han sido amplia-
mente documentadas en la literatura (24-26). Bacillus subtilis ha sido
evaluada como agente de biocontrol contra el hongo fitopatégeno Fu-
sarium oxysporum (27,28), es significativa su importancia como antago-
nista y bioprotector en diferentes cultivos tales como aguacate (Persea
spp.), tomate (Licopersicon spp.), frijol (Phaseolus vulgaris L) y cebolla
(Allium cepa L), brindando proteccion contra fitopatégenos como Fu-
sarium solani, Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme y Alternaria
porri (29).

De igual modo, Bacillus pumilus tiene la capacidad de producir
enzimas hidroliticas y tiene actividad antifingica contra patogenos de
la planta de Arabidopsis (30), e induce resistencia sistémica en cultivos
de algodén (31).

Algunos estudios informan a Staphylococcus sp. como productor de
enzimas hidroliticas que facilitan la hidrolisis del xilano; las xilanasas
actian eliminando el complejo lignina hidratos de carbono en el blan-
queo y bioprocesamiento de pulpas y papel, ademds tienen un gran po-
tencial en industrias de alimentos (32).

También las levaduras, Halomona sp. que es halotolerante y alcal6-
fila esta referenciada como productora de AIA (33) y Rhodosporidum
paludigenum fue evaluada en tomates cherry Lycopersicon esculentum en
donde se observo la reduccion de la incidencia de la enfermedad postco-
secha del moho gris causada por Botrytis cinerea (34).

Ademas en este estudio se aislaron de la torta los hongos Penicillium
olsonii, Fusarium solani, Fusarium equiseti que son patogenos de dife-
rentes cultivos y Penicillium brevicompactum del cual se obtuvo el mayor
numero de aislamientos. Este hongo esta reportado como productor de
sustancias antimicrobianas, fitotoxicas y productor de celulasas, como lo
confirma una investigacion realizada en Brasil donde comprobaron su
actividad celulolitica (35).

Estos investigadores, a partir de residuos y torta de higuerilla Rici-
nus communis, realizaron 189 aislamientos de cultivos de hongos, de los
cuales identificaron 14 géneros y 43 especies. El género que mas encon-
traron en los residuos fue Aspergillus y en la torta Aspergillus brasilien-
sis; la torta presentd el porcentaje mds alto de aislamientos. El objetivo
principal de este estudio fue identificar, a partir de los aislamientos rea-
lizados, hongos con potencial celulolitico, entre los 67 cultivos de hon-
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gos ensayados en la seleccion inicial en medios solidos, 54 expresaron
capacidad celulolitica (35).

En nuestra investigacion Penicillium brevicompactum es el hongo
aislado de residuos lignoceluldsicos de higuerilla, especie que tiene im-
portancia ecoldgica ya que es abundante en la naturaleza y desempana
un papel relevante en la descomposicion de materia organica, este resul-
tado concuerda con el reportado en Herculano et al. (35), La cantidad
de aislamientos diferentes a los reportados representan la diversidad mi-
crobiana influenciada por las condiciones climdticas y agroecoldgicas de
cada region geografica. Los aislamientos identificados molecularmente
permitieron confirmar el género y algunas especies asociadas a estos re-
siduos. Este estudio es, por lo tanto, un aporte significativo teniendo en
cuenta que los microorganismos presentes en estos residuos han sido
poco explorados y poseen un alto potencial para ser utilizados en pro-
cesos biotecnologicos como el reciclaje y las practicas limpias en la agri-
cultura, lo que a su vez contribuye a mitigar la contaminacién ambiental
causada por el uso indiscriminado de agroquimicos y por la disposicién
y utilizacion inadecuada de los residuos agroindustriales.

Conclusiones

En este estudio se identificaron varios géneros y especies de microor-
ganismos, lo que demuestra la diversidad microbiana presente en re-
siduos lignocelulésicos de higuerilla.

De las muestras de torta se identificaron cepas de Bacillus sp., Ba-
cillus pumilus, Bacillus subtilis, Staphylococcus sp., Halomona sp., Pichia
burtonii, Penicillium brevicompactum, Fusarium solani, Penicillium olso-
nii, Fusarium equiseti. Se identificaron en las muestras de las cascara del
fruto las cepas de Bacillus altitudinis, Bacillus pumilus, Staphylococcus
sciuri, Rhodosporidum paludigenum, Penicillium brevicompactum.

La identificacion de la microbiota nativa presente en estos residuos
es muy promisoria porque contribuye a incrementar el conocimiento
sobre la versatilidad metabdlica de cada una de las cepas aisladas, que
puede ser utilizado como insumo para estudios futuros dirigidos a co-
nocer, preservar y potenciar sus interacciones y efectos benéficos.
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