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1.INTRODUCCION



INTRODUCCION.

Debido a 13 gran importancia que tienen ios forrjes en la alimentacidn animal, y por & hecho de
. que i3 levaduras pueden erviquecer o descomponer dichos forrajes, se justifica ls reakzacidn de &a
presenie nvestigacion, que pondrd de manfiesto ol lipo de fevaduras presentes en estos producios de

consumo animal.

Las levaduras 50n microonganismos cosmepoiitas que al eslar p en los forrajes Ran de
gran interés en 9 alimentacidn animal, sin embargo; fa i0n se ha enfocado hacia ef grupo de hongos
productores de toxinas.

Posiblernente, ésta tambidn sea 13 zdn por 3 que no estd bien definida la metodologia que debe
sequirse para el aiskimiento e dertificacion de 'as jevaduras a partir de producios de consumo animai. A lo
anlerior, hay que ahadir s dificutades tecncidgicas que 5¢ le pued al i

p

igador, ya que ef
allo grado de sofisticacidn de los recurses tecnoldgicos no ha ido aparejada a una difusidn suficierte de los

MiSMOS, por 10 que "muches centros de investicacidin carecen de els™.

OBJETIVOS
1.- Demosirar 9 presencia de levaduras como cortaminantes de materia prima y formajes.
2.- Establecer 3 irscuencig y o grade de contaminaciin de estos productos.
3.- En base a la identificacidn ded género Bevada a cabo, detesminar sl se trata de levaduras
patéganas 0 inocuas,
4.- Realizar la descripcitn morfotaxondmica de las levaduras como base para la identificacién
Qenérica.

En este trabajo 23 fimitaciones aimba mencionadas impidieron Degar a fa identificacion de las
especies de ks levaduras aisiadas. pero 13 identificacidn inequivoca del género proporciona datos valliosos
del tipo de imvadura preserde en ta maleria prma y los formajes examinados. -
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Es interesante sedalar que a partic de los hakazpos de la presente investigacién. es posible
establecer inferencias e hipbtesis que sirvan como base para nuevas investigaciones. Dichos comentarios
son efectuados en ta parte fina! de esta tesis, donde también son sugeridas futuras ineas de investigacion.

Fatetn iy it witivwimiy
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2.1. FORRAJES
2.1.1. CONCEPTO.

Se e lama foraje a toda hierba o pasio verde 0 seco y diversas plantas U éiganos vegetales
(tubdrcuics, semilias, elc.), que se empiean para aimentar 3 los animales domésticos y especiaimente al
ganado. Las plantas forrajeras de mayor interés son las gramineas (cebada, sofgo, malz, avena, mip) y las
leguminosas (alfalfa, trébol); ademds remolacha y nabo. (7)

2.1.2. IMPORTANCIA.

La importancia de los forrajes se pone de relieve cuando se considera que fa poblacién mundial
estd creciendo 3 un Tilmo Mayor que e que ias cosechas y yd, a corto plazo, se estd viendo ka amenaza del
hambre en diversos pueblos del mundo.

Se ha dicho que “en cuakquier parte del mundo, ef aspecto de la tierra refleja fieimenle ka cultura del
pueblo Gue vive sobre ella”, A dicho aspecto contribuye la agriculura racional que implica
& uso de forrajes para el mejoramiento del suelo, ademds de su utisdad como alimento para &l ganado,

En la aclualidad se acepta en modo general que el principal instrumento para b formacion, &
mejoramiento ¥ la conservacion de los suelos, son s gramineas y ks leguminosas sdaptadas a los
mismos.

El beneficio que proporcionan las plantas pratenses en las rolaciones ha sido comprobado ¥
valorado durante muchos afios. Dichas cublertas vegetales incluidas en B rotacin sumertan
permeabiidad y i capacidad de retencidn de agua de un suelo dado. Las raices de las plantas forrajeras
- wehan un papel imp en la granutacidn del suelo y esta caracteristica a su vez, confiere 3l suslo

resistencia contra los efectos destructores de I efosion.
Los forrajes reducen ka erosién en virtud de que detienen el escurrimiento al interceptar ef agua de

los preciptaciones pluviales que queda suspendida entre las hojas, pudiendo posleriomente escuir

lertamente 0 evaporarse. Ademds, proteje (a superficie del sueio contra ef efecto de balido que producen

tas gotas de Rvia,
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Las raices de los forrajes mejoran la estructura del suelo al hacerdo mds poroso: con lo anlerior
aumenta su capacidad para absorber [ Buvia que cae.
Una buena cublerta vegetal afecta ta temperatura del suelo evitando que éste se hiele y permitiendo

asi, una mejor infilracidn de agua.

En todos los casos, kas cosechas fomajeras determinan i3 presencia de una canlidad de
agregados estables de mds del doble de ta existencia normal.

En sintesis, cuando se practica iMensamente [ produccion agricola de pastos y foajes, se
renueva la maleria orgdnica en el suelo, se evita ia erosidn, se impide la formacion de bamancas, se mjora la
estructura del suelo, resultando en que 3 conservacion de fa suelos es tuna oportunidad en ugar de un

Dl Un resultado bie e importante es que se asegura y aumenta la fertiiidad ded sueio ademds

p

del beneficio a la alimentacidn animal y por ende a la humana. (7)

2.1.3 COMPOSICION

Como los forrajes se producen principaimente para 1a alimentacidn del ganado, és necesario
conocer los lactores que son pertinentes para determinar su valor nudritivo.

Se requiere mds alimento para satisfacer 1as necesidades energéticas de los animales, que para
todos los demds fines juntos. La energla es una medida alamente significativa para analizar ef valor
nutritivo de s alimentos, pero no deja de ser importante el conocimiento de su contenide pruléico y otros

Las plantas forajeras son agentes primarios para [ Wiizacién de fa energia sotar, hidrégeno y
oxigeno dei agua, bidndo de carbono del are, en sinlesis de los principios NUlritvos que pueden
Proporcionar energia 3 los animales,

El valor principal de los forrajes depende principalmenie de su contenido de carbohidrates y
proteinas, asi como del grado en que Jos principios nutritives  son digeribles. Entre los componentes se
encuentran;



PROTEINAS.- Dei 85 al 50% del nitrdgeno celuar de las plantas forrajeras es proteina bnta,
sintetizada a partir de aminodcides. Ei nitrégeno de ésta proteina proviene del nitrégenc det susio y del
nitrdgenc simbidtico fifado a los nédulos de las leguminosas, El andlkisis quimico de los forrajes muestra que
de 33 25% puede ser proteina bnsa.

LIGNINA - La maduidén afecta e valor nutritivo de los forrajes, pues durane la misma se
acumulan concentraciones crecientes de fibra ignificada, Se ha comprobado que la cantidad de lignina estd
retacionada con ka baja digestibiidad de los pNCiPIos Mulritvos de los aimentos.

CORBOHIDRATOS - Existen dos clases principales: & celuosa bruta y los extractos no
nitrogenados. La celulosa basta contiene los carbohidratos relativamente insolubles, en tanto que los
exdracios no nitrogenados comprenden fas partes sokibles. almidones, azicares y especies que ks
forman.

ELEMENTOS MINERALES.- En condiciones adecuadas de fertiizacion los forrajes contienen
cantidades suficientes de P, Ca, y Mg para salistacer las necesidades del ganado. Los slementos menores
que necestan los animales para su imiento y reproduccitn les ( B, Co, Cu, Ci, |, Fe, Mn, Mo, Na,

Zn ), suslen encortrarse en cantidades adecuadas para & dieta en ka mayoria de los forrajes.
AGUA - Es ¢f elemento constiitivo mds abundanie y varia de acuesdo a la fase de maduracion y ¢f
cortenido de humedad dei sueio.

AGENTES TOXICOS.- Se, Mo y Mn en cantidades fdxicas existen en algunas hierbas, pudiendo

s 4y . N PRGN
Ly ) Lellan o

OTROS COMPONENTES.- Las plantas forrajeras contienen ademds vitami hormmonas y

ne.

enzimas; siendo las vilaminas, kas mds importantes desde of punlo de vista nutritivo,

E! valor nitritivo de los forrajes se puede expresar en varias formas tales como: PNDT (Principlos
Nutritivos Digeribles Totales).enegria digestible, p digestible, L bolizable, energia neta y
eficacia en b utlizacikin de ks aimentos.




La caidad de los formajes puede variar, infuyendo notablements diversos faclores acolégiccs
reacionados snire si, pudiendo ctar: relacidn gramimeasfeguminosas, relacidn C/N, disponibiidad de
lemenios nutsitivos principales, fertiizacion, humedad del suelo, radiacidn solar, estado de maduracién,

intensitad y duracidn ded pastoreo, { 7,10 )

2.1.4 RECOLECCION Y ALMACENAMIENTO.

Los dos factores mds imp en fa recoleccitn y aimacenamianto de los forrajes son la
conservaciin de 1 caiidad y ded ahorro de 12 mano de obra, siendo e objetivo bdsico lratar fa cosecha
desde que estd en pie hasta et momento y Jugar de su utiizacidn, con un aumento minimo  de las
irversiones y una raduccidn minima de 1a calicad,

HENIFICACION.- Los lomrajes destinados a fa produccidn de heno se pueden (ecolectar y
aimacenar de 3 modos bdsicos: 1) en forma ertera v sueita; 2) en forma empacada y 3) picados o cortades
&n trozos, Se estd empezando 3 uliizar una cuana forma gque consiste en comprinmir ef heno para formar
bloques o pastlias.

El aimacenamiento del heno cuanda estd en pacas o picado &$ convenienie hacero en aimacenes
bajos. ya que as! se facita Su utikzaciin, automdtica o manual, Se puede desecar haciendo circular aire en

o hend o local det aimacenamiento, En tiempo humedo a d 00 puede projongarse facidando el

desasTolio de mohos.

ENSIRAJE.- Es frecuente en América picar el forraje para podes moverio con corfiente de aire,
faciitar Su compresion para elminae of are y facitar sy suministio a jos animales. E} almacenamiento del
ensilaje puede hacerse en sios colindricos verticales ¢ en 2anjas harizontales excavadas eneisueio o enla

tadera de un cerro. En casos de forrajes con contenidos vacables de d. ef ak lenlo s& hace
en locales compleiamente impermeables a gases.
Se han hecho muchos estudios sobre fa eficacia relativa de los diversos métodos de secoleccién de

los forrajes. Estos estudos han conducido 3 un uso cada vez maywr del ensidje como medio de
conservacidn de las cogechas de gramineas y leguminesas.
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exciuye bien ef aie. Los olores fuertes tal vez no desagraden al animal, pero pusden transmitic un sabor
desagradable a fa leche y otros productos. Los olores fuertes a dcido butirico, amonio o humedad del
ensiiaje, indican grandes pérdidad de principios nutritivos. La humedad del ensitaje, disminuye & valor
nutritivo por kilogramo de peso, ademas de ta pérdida de dichos principios por drenaje. En los ensiiajes de
buena calidad, & pH es de 4.5 0 menos, & contenido de nitrdgeno amoniacal es bajo, el de dcido butirico es
pequefio 0 nuic y el contenido de cido Kctico es de 3 a 13% en materia seca. (7)

2.1.5 CONTAMINACION MICROBIANA
Dado que existe poca i ion  sobre ién de los forrajes pof  diversos

microofganismos, esta investigacion de tesis, se ha dirigido @ l identificacién de los distintos tipos de
fevaduras que pueden cortaminar los forrajes y prokferar durante sy aimacenamiento.

Faciores como R hunedad, & contaclo con & aire, ef pH, ef tiempo y S condiciones de
almacenamiento y a composicion misma del forraje pueden influir sobre el d o de microofgant

Se pretende con los medios tecnoldgicos disponibles, legar al aislamiento e kentificaciin a nivel
de género, de las diversas levaduras presentes en distintas muestras de materia prima y fortajes.

Esle primer paso &5 necesario si se quiere entender mejor el paped que desempefian las levaduras
en la alleracion de los principios Mutritivos, ka sceleracion de la descomposicion de los forrajes o bien del
enviquecimiento nutritive de este alimento animal.

Con e presente trabajo se tendrd un mejor conocimiento del grado de contaminacidn por levaduras
que tienen los forrajes. ( 3,14)



22.LAS LEVADURAS
22.1. CONCEPTO Y DELIMITACION DEL GRUPO.

Antes de intentar clasificar cualquier grupo de organk vivos es o defimitar y definic

dicho grupo; ésdo, hasta hace poco tiempo, era una gran dificultad que se preseriaba respecto a las
levaduras ya que forman un conjunto muy heterngéneo que no &3 en si una entidad taxondmica natural.

A las levaduras las podemos definir como microorganismos uniceiulares de forma conspicua que
se reproducen por gemacion y pueden produci micelio, Debido 2 estas caracteristicas, fas levaduras son
consideradas dentro del grupo de ios hongos (Reinc Fungi, Divisidn Eumycota).

Cabe sefilatar que no todas las evaduras cumplen estrictemente con estos rangas, como es ol caso
de los géneros Sterigmatomyces y Schirosaccharomyces que no S& reproducen por gemacidn y
también se hace necesario mencionar que 6510 Microorganismos pueden ser hilinos o presentar
pigmentos que van del amariio al roj 0 calé y que aigunos tienen la capacidad de producir formas
resistentes que dyudan a [a supervivencia det organismo.

Las levaduras se ciasifican en cuatro grupos diferentes:

Primer grupo; incluye a las levaduras que forman ascos y ascosporas y que pof sl pertenecen 3
los Ascomicetos.

Segundo grupo: Comprende dos génercs que debido a sus ciclos de vida se incluyen en ef orden
Ustitaginales dertro de los Basidiomicetos.

Tercer grupo: Compromete a los organismos levadusiformes que se caracterizan por fa formacién
de balistosporas a la manera de los hongos clasificados en fa familla Sporobolamycetaceae que
perienecen a los Basidiomicetos.

Por Ltimo ef cuarto grupo: Considera a lodos aquelios géneros de levaduras a los que no se les ha
descublerto reproduccitn sexual y que por ello se incluyen dentio de los Fungl imperfecd o
Deuteromicetos. Es necesario aclarar, sin embargo, que 2 algunos de estos géneros se les ha observado
una muy estrecha retacidn con 13s levaduras Gue pert: alos A A y Basidlomi
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Como cabria esperar de un grupo taxondmico artificial, sdsten varios géneros levaduriiommes
dudosos o que se encuentran en ios limiles de fa definicidn antes mencionada. Por ejemplo: &f género
Endomyces es morfolbgicamente parecido a Schizosaccharomyces y @ aigunas especies de
Endoinycopsls, pero no es considerado levadura,

Otro ejemplo lo tenemos con clertos hongos filamentosos petdgenos para hombres y animales que
se caracierizan por un crecimienio levaduriforme en los teidos infectados del huésped y por elio se
conocen como hongos dimérficos. A este grupo pertenecen los géneros Histoplasma, Blastomyces,
Sporotrix y Paracocchkdioldes.

Resumiendo, es slemp rio estar enterados de cudies cultivos, en los que aparecen

fevaduras, pudieran ser formas de hongos perfectamente conocidos; ya que es bien sabido que bajo
condiciones especiales muchos hongos pueden propagarse por gemacién,

Los principales rasgos utiizados para fa clasificacion de as levaduras han sido los morfolégicos, y
en menor grado los genéticos. E taxon mas krportarte, ka-especie, se basa en las similitudes entre cepas.

Desde 1952 se han publicado una gran cantidad de ciasificaciones para las levaduras, pero para
legar a un sislema de clasificacidn satisfactorio es necesario hacer uso de los resutados de muchas
clases de técnicas para estudiar fas diferencias en eslos organismos. Es por elio que la clasificacion squi
propuesta estd sujeta a futuros cambios. (8)



222CLASIFICACION

La clasificacitn mds perfecta es la natural, o sea [ clasificacién basada en 1a filogenia de ios
Organimos; $in embargo, como Ya se dijo, elo no es posible para ks levaduras porque se carece de tal
informacidn.

La siguiente clasificacién, por io tanto, puede ser considerada como un simple paso hacia o
desamollo de un sislema clasificalorio mejor.

Las levaduras estin divididas en cuatro grupos, que Son;
|- Las levaduras que p a la subdivisitn Ascomycotne
11~ Las levaduras de los géneroe. L poridium y Rhodospordium que se inciuyen en & orden
Usdiaginales dentro de la subdivisién Basisiomycotina.

lil.- Los géneros favaduriformes pertenecientes a la famiia Sporobolomy , lambién dentro de la
subdivisidn Basidiomycotina.

V.- Las levaduras a kas que no se les ha observado reproduccidn sexual y que por ello pertenecen a la
subdivisidn Deuteromycoting o Fugl knperfect,

El Cuadro 2.1 preserta la clasificacidn del Reino Fungi que ayudard a ubicar a las levaduras dentro
del Grupo de los hongos. (8)

(1) Las levaduras que perienecen a ka subdivisién Ascomycoting.

Las levaduras ascdgenas o formadoras de ascos son los micToorganismos mas primitivos dertro
de ia suvdivision AscomycoUns, se les ha ubicade dentro de la clase Hemlascomycetes, en el orden
Endomycetales.

El orden Endomycetales, entonces. es el que abarca a los organismos mds primitives formadores
de ascos en donde ni fa forma del asco ni el namero de 3scoSporas estan definiics, ka Gnica condicion es
que la pared det asco se rompa para defar fibres 13s ascosporas,

Es oportuno expiicar que en este orden los gametangios no estin diferenciados y que
reproduccién sexual se efectua por copulacion gametangial a trawés de la formacion de un tubo de



CUADRO21 .
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*.." DIVISION -

< SUBDIVISION"!

" [eumycoTiNg

TRYCHOMYCETES -7/~ * -

DEUTEROMYCOTINA

+ l'BLASTOMYCETES

HYPHOMYCETES
COELOMYCETES

ASCOMYCOTINA

"HEMIASCOMYCETES
EUASCOMYCETES ;
LABOULBEMIOMYCETES

LOCULOASCOMYCETES .

BASIDIOMYCOTINA

'HETEROBASIDI&JYCETES
HOLOBASIDIOMYCETES®

MIXOMYCOTINA

(UlloaM. Y Hanfin R /1978

* Clases que incluyen los géneros de levaduras,
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La reproduccitn vegetativa o asexual se reaiza por gemaciin y en el caso especial del género
Schirosaccharomyces por fusidn binarta.

El orden Endomycetales tiene cuatro famiias:

1.- DiPODASCACEAE. Hongos formadores de micelio verdadero. Esta famiia no incluye ningan
génen levaduriforme.

2.- ENDOMYCETACEAE. Hongos que presentan ascos que genefaimente contienen 8 esporas o
mencs. No se ha definido totaimente ia inciusion det género levadusiforme Endomycopsis,

3.- SACCHAROMYCETACEAE. En esta familla, las céiulas vegetativas se reproducen por

gemaciin, s& separan y aunque pueden formarse hifas, éstas se rompen ficimente. P una
habiidad relativamerte marcada para femmentar azicares. Comprende 4 subfamiliag:
SCHZOSACCHAROMYCOIDEAE
NADSONIOIDEAE
SACCHAROMYCOIDEAE
LIPOMYCETOIDEAE

4.. SPRRMOPTORACEAE. Comprende ofganiemos levadutiformes haploides, con  hifas
aceptadas, esporangiosporas que pueden coputar y formar micefio diploide. Este micefio es generalmente
uricehdar y pueden producirse de 8 a 12 ascosperas en forma de huso,

En b figura 2.2. se presenta ef crden ENDOMYCETALES mastrando las famifias, subfamilias y
generus de levaduras que ahl se ctasifican.

Las caracteristicas particulares de cada género serdn mencicnadas mds adefante a3 manera de
cave.

( It} Las levaduras de los géneros L porfdium y Rhodosporidium que se incluyen en o
orden Ustiaginales dentro de la subdivisién Basidiomycating.

El segundo grupo comprende séio dos géneros Leucodporidium y
Rhodosporidium. Estas levadurzs pertenecen a ta subdivisidn Basidfomycoting dentrs de
fa clase Heterobasidlom)cetes, en el orden Ustitaginales.

Los diferertes autores no concuerdan en incluir o exchir a estos dos géneros en la famifia

Ustilaginacess.



CARACTERISTICAS DEL ORDEN USTILAGINALES: \

2) Forman teleulosporas intercalares.

b) Las basidiosporas que produce la teleutospora al germinar no son llevadas sobre esterigmas, no
se forman en cantidad definida y no sufren descarga violenta.

¢} Carecen de basidiosporas.

d) Tienen micelio dicarittico y fibulas nle.




FIGURA 22,
Orden ENDOMYCETALES mostrando famillas, subfamilias y génetos de levaduras ascdpenas.

FAMILIA 1 FAMILIA 2 FAMILIA 3 FAMILIA 4
DIPODASCOCEAE ENDOMYCETACEAE SACCHARCMYTETACEAE SPERMOPHTHORACEAE
Endomycopsis (?) Nematospora
Metsachnikowa

Corsidiascus

SUBFAMILIA 1 SUBFAMILIA 2 SUBFAMILIAZ SUBFAMILIA 4

SQHIZOSATTHARO- NADSONIQIDEAE SACCHARCOMYCOIDZAE  LIPOMYCETOIDEAE
MYCOIDEAE
& omyces Saceh Li
Py " Kivy
I 1 y
Wickerhamia Wingea
Picna
Hansanula
Pachysalen
Citoromyces
Deparyomycas
ScmwanmoTiyces
Dakiara
Saccharomytons's
Endomycops:s )

Y

NOTA: El género Endomycopsis no tiene definida su ubicacion y por elio sa incluye en fa famma
ENDOMYCETACEAE yenla subfamilia SCCHAROMYCOIDEAE. (8)
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{ il ) Los géneros levaduriformes pertenecientes a ta famila Sparoboimytetacese dentro de ia
subdvision Basidlomycotna,

Los Sporobalolycetaceae constituyen una pequefia famiia de hongos simples, levaduriformes,
que producen conidios sobre esterigmas. Estos conidios tienen la caracteristica de ser descargades
violertamente y por elio se ¢ como halistosp Algunas especies no lorman miceiio

permaneciendo asi durante 1odo su cicio de vida, Mieniras otras producen hifas constiiuidas por células
binucleadzs que dlevan fibulas. Algunos de estos caracleres muestran su vinculacidn con los
basidiomicetos, de ahi la actual clasificacién.

La familia incirye 5 géneros de loa cuales solo 3 permanecen jevaduriformes todo su cicio vital, no
tienen crecimiento fiamenioso y presentan gemacin. Estos génercs son:

Sporobolomyces

Bullers

Sporidiobolus

La clasificacién de la famiia Sporobolomycetaceas dentro de los Sasidiomycotna es incierta
Ya que S NEecesaric un Mmejor conocimiento de sus ciclos de vida y aigunos rasgos de sy reproduccion
sexual desconocidos hasta &l momento,

(V) Las levadurss que petenecen a la subdivision Deuteromycoting o Levaduras Imperfectas.

Son doce los géneros de levaduras a las que no se les ha observado reproduccién sexual y donde
tampoco se ha encontrado formacién de balistosporas. Las levaduras de este grupo se conocen como
asporogenas. pof lal caracteristica. su reproduccién y propagacién ocurme Gnica y exclusivamente de
manera asexual (pof gemacion o fision).

Esle s un grupo muy heterogéneo cuya ciasificacidn ha sido dificd, de ahi que se les coloque en la
subdivision Deuteromyecting en 1a ctase Blastomycetes, Los géneros aqul incluldos son;

Bretanomyces

Candida



Trigonopels

Exisien otros dos géneros de kos cuales es necesario hablar en forma separada: Pityrosporum y
Sterigmatomyces.

Sobwe el género Pltyrosporum hay que seflalar que en ia actuaidad ya no es valido ya que
recientes publicaciones lo presentan definitivamente como sindnimo del género Makassezia, un hongo
deuteromiceto que pertensce a b clase Hyphomycetes.

Del género Sterigmatomyces hay que dec que su clasificacidn permanece incierta dento de
subdivision Detteromycoting ya que su reproduccién vegetativa es diferente al resio de las levaduras
asporogenas incluldas en el orden Cryplococcales.

Por (imo, es necesario mencionar que existen simiitudes entre gé de los deuteromi y
jos ascomicetos, Negando a veces @ sef cas! idénticos, con ka Unica diferencia de que Ios segundos
presentan reproduccion sexual de 2 que carecen ios primeros. Por ejermplo: el género Brettanomyces es
equivalente a Dekkera y ¢f género Kioeckers lo es a H k (8)




2.2.3 CRITERIOS USADOS PARA LA IDENTIFICACION, (8)

Bl actual sisterna taxondmico de s levaduras es tado del dk o y subsecuente
itegracidn de 3 diferentes vias de inveslicacién y clasificacién  que se han efeciuado con eslos
MICOOIGANISMOS.

Estos puntcs de nvestigacitn se basan en ka obsarvacion de: ks caracteristicas morfoibgicas de la
ciida {foma celutar y modo de reproduccidn vegetativa), las caracteristicas (lsickdgicas (como o es a
habiidad para fermentar carbohidratos) y s caractesisticas de la reproduccidn sexual junto con sus ciclos
de vida,

Los siuienies son los criterios actuaimente apicados en ka clasificaciin de s levaduras:

A. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS.

1.- Caractesisticas de las céiuias vegetativas.
2.- Caracteristicas de l reproduccion vegatativa.
B. CARACTERISTICAS DE CULTIVO.

1.- Crecimiento en medins ligquides.

2.- Cracamientos sobre medios soidos.

C. CARACTERISTICAS DE LA REPRODUCCION SEXUAL.
1.- Caracteristicas de i0s 35005 y 3sCosporas.
2.- Caracteristicas de @ teliosporas y esporidios.
D. CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS.

1.- Utiizacién de compuestos de carbono.

) Utiizacidn por fermentacidn,

b) Utilzacién oxidativa,

¢} Desdoblamiento de arbuting.

2- Utkzacion de compuestos de nitrégeno.
3.- Crecimiento en medios sin vitaminas.

4.- Crecimiento en mecios de alta prasion osmética
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§.- Crecimiento a akas lemperaturas.
6.- Produccitn de dcido

7.- Produccion de comp iloides sxtraceiul

8.- Hidrokisis de urea.

9.- Desdablamiento de grasas.

10.-Formacién de pigmento,

11.-Produccion de éster,

12.-Resistencia 3 ka cicloheximida ( actidione ),

13.-Licuefaccidn de gelatina,

Es necesario aclarar que no se requiere estrictamerte de todos los criterios para legar a
dentificacitn del género, pero si de (2 especie,

La metodologla con ia que se puede observar cada una de fas caracieristicas sefd descrita mds
adelante en ei capftuio 3,
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2.3. IMPORTANCIA DE LA PRESENCIA DE LEVADURAS EN FORRAJES,

En este apartado se hard referencia 2 la importancia que tiene ia presencia de levaduras en materia
prima y alimentos que se pueden considerar forrajes, Asl pues, recordando que el término lomaje incluye
productos diverses como Cereales, leguMIngs3s y oleaginosas, sobre este tipo de alimentos se hablard
esp 2 los efectos benéficos o ad que les confiere [ presencia de tas levaduras.

Cabe sefalar que hasta hace igunos anos, fa presencia de honges microscdpicos contaminantes
( mohos y levaduras ) en alimenios, no habla sido un punto de gran importancia para & control bividgico de
la calidad: esto se debe, probablemente, 3 que ef interéds sobre ef tema se dirigid a vigiar @ caiidad
bacterioldgica y a los problemas que se tienen coa las téenicas para la investigacion de mohos y levaduras,

En B actualicad se pretende reguiar mds estrictamente [ presancia de mohos y levadurss en
muchos alimentos de consumo humano ¥ animal. ya que nos encontramos Irente a microorganismes que
descomponen, hacen [6)XIC0S 0, & Faras 0Casones, enviquecen e contenido Nukstive de estos insumos.

A. W. Anderson, en su publicacitn de febrero de 1977, hace mencién de los estandares
reguiadores que sobre mohos ¥ levadures s8 estdn empezando a establecer en E. U, A, para controlar
mejor ta calidod MICTobIOSGica de varics alimentos, { 2)

2.3.1. EFECTOS ADVERSOS.

La descomposicién microbiara de alimenios y SUS materias primas es Un proceso competitivo que
ocurre entre bacterias. motes y levaduras,

En comparacién con ks bacterds y s mohos, 1as levaduras juegan un papet menor en
descomposicadn de productos alimenticios porue constituyen una poblacidn mds pequeia, crecen mds
lentamente y no son ofganismos productores de sustancias tdxicas.

A s levaduras que estdn involucradas en el deterioro de semillas. cereales, leguminesas ¥ de
olrns alimentos almacenados 5@ les conoce junto con 10s Mohos de este tipo, como "hongos de almacén”.
Este grupo se caracteriza por estar adaptado a crecer en medios de humnedad retativamente baja y alta

presidn osmolica y por ser uina de s principales causas de grandes périkias econdmicas.
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Para que kas levaduras sean consideradas como & mayos causa de la descomposicion de cereales,

leguminosas y oleaginosas akMacenados es nNecesario que existan f; que f; an sy o Ho;

entre estos factores podemos mencionar:
-Bajo recuenio bacteriano o crecimiento bactediano restringido.
<Tipos de levaduras presertes.
-Acidez 0 pH dei sustrato.
-Disponibiidad de nutrientes.
-Grado de humedad del sustrato.
-Tratamiento quimico que haya recibido el alimento,

~Temperatura de almac

-Humedad reiativa 0 actividad acuosa del medio.
-Rapidez del secado.

-Asreacidn.

-Presencia de insectos, polvo y desperdicios.  3,11,14)

En seguida se hace hincapié en algunos de los faciores mds importantes:

Tipos de levaduras presentes: Las levaduras son contaminantes comunes de los alimentos debido
a su amplia distribucion  en a naturaieza, por ello N0 es faro encontrarias en casi todos lados. Las
levaduras que inlervienen en la descomposicidn de jos almertos producirdn en #5105 cambios indeseables
en i3 apariencia fisica asi como desariolio de olores y sabores inadecuados que vendran a redundar en
caracieristicas ofganoiéplicas desagradables. Las levaduras son organismos qQue poseen un sistema
metabdiico compiejo y por (o tanto son capaces de degradar una gran variedad de malteriales dando como

resultadoe fa descomposicion del alimento en ef cua! estin p incluse h ies Son

de wtikzar los dcidos orpdnicos agregados como presenadores. El ipo de levadura que se encuentra como
agente joranie en al Gep en gran parte det tipo de compuesios presentes en slios.
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Efeclo de g acidez v tipo de dcido; Es bien sabida que las levaduras crecen mejof 3 cifras de pH
bajas, en kas que Muy pocas bacterias son capaces. Asl puds, cuando el pH del sustralo y'o del ambiente
disminuyen, la poblacitn lavadurforme se favorece, tenienda crecimierto 6ptimo dentso del rango de pH de
45a65.

Cuando se ha uiizado aigun dcido orgdnico (como el acético, citrico o Kictico) como preservador
del alimento, ésie tendd éxilo en base a @ combinacidn sak-dcido-azicar; ya que las levaduras son
capaces de asamiar dichos dcidos.

Efecto de & tempershura; Si aceptamos que un organismo psicrdfilo es e que tiene ura
lemperatisa dptima de crecimiento abajo de los 20 °C, eftonces muchas levaduras caen dentro de esta
calegosia. A excepcitn de 13s levaduras psicrofitas, la mayoria crecen mejor entre bos 20 ylos 25°C y en
algunos Casos en o rango de 38° 3 47 °C.

Es por esio que es posibie encontrarias comunmente formando parte de fa microfiora contaminante
de alimentos almacenados. La técnica nutinariamente Ltiiizada en el examen microbiokdgico de alimentos es
capaz de poner de mandiesto estos MICIOOMgaNSMes, Ya que la prictica sefala incubar a temperztura
ambierte (22°C-25°C).

Presién osmdtica: La sobrevivencia y ef crecimiento de todes Jos organismos depende de fa
presencia de agua en & medio ambiente. en generdl, kas levaduras requieren de mds humedad para su
crecimeento que los Mohos, pero Menos que las bactenas. Una mecida del agua disponible en los alimentos
estd dada por & uso del conceplo de actividad acuosa ( 3, ) que ha desplazade las antiguas medidas de
porcentajes de s6i00s que se ublizaron por mucho tiempo,

Sistemas que cortienen alas concentraciores de azticares o sales Uenen valores de a, bajos y
altas presiones osméticas y los organismos que crecen en lales sistemas se conocen como osmofilicos.
Por lo tanto, podemes definer a3 los organismos osmefilicos como aquelios que requieren de una presién
osmdtica elevada fara crecer y desaroltarse.

Otra definicién muy diferente se tiene para Yos organismos que tienen fa capacidad para fermentar
soluciones Gque contienen de 60 a 75% de fructuosa, éstos son considerados por Windisch como
OfGaNSMCS 05MOlcierantes y &5 centro de esta ciase donde mejor cabrlan ias levaduras.
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Las especies de levaduras capaces de crecer en altas concentraciones de azicar y que pof o
eran clasificadas antiguamente dentro del género Zygasacchisromyces, y en ka actualidad son incluidas en
¢l género Saccharomyces. Estas levaduras causan ka descomposicion de alimentos con alto contenido de
azwadandocon;ommwolermmwbnyprodwcmdegas,efedosuuemnawﬁdaddetodo
alimento almacenado para futuros fines de consumo.

Hay una diferancia entre la tolerancia a sales y & tolerancia a los azlcares, porque Ias levaduras
que desarroitan en medios cof 3ka presidn osmatica resukado de & cantidad de azicares mas no lo hacen
en medios coh elevadas conceniraciones de cloruro de sodio.

Para terminar con este punto, se debe recordar que ias levaduras osmoltolerantes no crecefdn en
productos con allo contenido de susiratos a menos que la exposicion al aire sea suficiente para humedecer
fa superficie y permitir el crecimiento de los MICIDOIGaNISMos.

Con todo o anterior se puede concluir que debido a su capacidad de adaptacidn a sislemas con
baja humedad y alta concentracidn de séiidos, especialemente carbohidralos, las levaduras son agentes
importantes en fa descomposicion de almentos y materia prma.

Disponibiidad de nutnentes: Como ya se vio, ias levaduras son descritas en tdmminos de sus
actividades sacaroliticas prefereniemente y se e ha dado poca importancia a sus propiedades proteviltica y
fipolitica. Los organismos levaduriformes son capaces de atacar muchos y variados Sustralos y en
diferentes reportes se menciona su hablidad para atacar proleinas y lipidos.

Se sabe gue ain cuando las levaduras nomnalmente estin en pequefias cantidades, pueden
ocaslonar cambios lipoliticos y protediiticos significativos en alimentos con bajo recuento bacteriano o con
crecimiento bacteciano restringido y esio tiene particular interés en semikias y forrajes aimacenados icos en
proteinas y lipidos.

£n resumen, ka5 levaduras pueden ser agenies deteriorantes de alimentos y malerias primas bajo
condiciones especificas y los génaros que intervienen en ka descomposicidn son seleccionadas en base al
tipo de descomposicidn y fas condiciones de almacenamients,
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La descomposicidn de alimentos por levaduras puede controtarse con buenas pricticas sankarias
que controlen las cargas iniciales para aimacenamiento adecuado con temperatura y niveles de humediad
controtados y & uso apropiado de tratamientos de desecacion de agentes preservadores.

En o caso particukar de los cefsales, oleagnosas y leguminosas almacenados, se ha tievado a
cabo un considerable nimero de Fvestigaciones encaminadas a determinal a utilidad de agentes quimicos
en la presenvacidn de estos productos. Los agentes antimicrobiancs, ideaimente deben ser: efectivos cortra
N 3Mplio espectin de MICIDOMGANISMOS, NOCLCS para ef hombre y arimales y adecuados pam presenar k3
calidad de los aimentos. AUn no se ha encontrado un agente quimico que satisfaga estas necesidades y se
siguen utikzando 4cidos organicos como & citrico y acética con tal fm. (3, 11, 14)

2.32EFECTOS BENEFICOS

Mds que hablar acera de los beneficics que proporcionan las levad alos ali y

primas donde se hallan presentes, se tratard sobre la calidad nutricional propia de tales organismos y &
porgué se planea Ltiizarios como almentos en ef futuro, Con esto también se puede inferk gue ia presencia
de I3 levaduras en diferertes alimentos, de aiguna manera, los enriquece en nutrientes.

Ademas, no se debe cividar que 12 fermerntacidn por levaduras fué uno de Jos primeros Métodos
utiiizados en la preservacién de alimentos con que el hombre contd y que en la actuaiidad sigue siendo uno
de Jos procesos s expictados. Como se sabe, ta preservacidn de productos por fermentacion ocuse por
cambios en jos sustratos inicales debidos 3 ka actividad metabdiica de la levadura, dando como resultado
disminucién del pH y formacidn de sustancias que limiten el desamclio de olfos microorganismos. Per
durante la fermentacidn tay mds pérdida que ganancia de factores nutricionales como carbohidratos y
proteinas y pos edo no se puede asegurar que Ln producto de la fermentacidn lenga mayor suplemento
nidricional que 3 matena prima que le did origen.

Una vez aclarado io anteriof, se circunscnbird a lo que se refiere a las levaduras y las ventajas
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Es bien sabido que &l consumo de micioorganismos en akmentos es incidental y fué hasta 1910.
en Alemania, cuando se empezd of cultivo consciente de microonganismos para consumo humano. En esta
ocasion se ulilizaron ievaduras cerveceras separadas de los sistemas de fennentacidn, lavadas y secadas.
También se tiene registro que dusante la Segunda Guerra Mundial se cultivd Candida Wiilis para consumo
humano.

En jos aflos 60's, & escasez mundial de proteina kevd 3 renovar los intentos por oblener proteina
akmenticia mdiante la produccidn en gran escala de biomasa levaduriforme cuyo cortenido protelnico bruto
es de alrededor del 50% en peso.

En ia actualidad, ef principal uso de la blomasa levaduriforme es como forraje; sin embargo, una
porcidn significativa ya se wuliliza como alimento para consume humano,

La preferencia que se ke ha dado a las Jevaduras como alimendo se debe a Su reconocida inocuidad
y a o econdmico que resulta su cultivo porque crecen en muchos medios y su separacidn gel mismo,
(8.12)

Son cuatro las especies que se usan con fines alimenticios:

~Saccharomyces cerevisiae

~Saccharomyces warum

fragiks

Hasta aqui se ha hablado de [as levaduras como recurso alimenticio cuando son especialmente
cultivadas para elio, pero también se debe fomar en cuenta que la presencia fortuka de estos
MICIoofganismos CoMmo contaminanies en alimenios que no fienen N adecuado control MICrobioldgico
{como sucede con los aimenios para coNsSUMo animal) podrian, de alguna manera, enriquecer kb caldad
rutricional de dicho alimento.
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A continuacion se hard referenca a R composicidn bioquimica de fas cékuias levadurifonmes,

observando s sustancias que hacen de aias mejoradas de calidad mutricional cuiando estan presentes en

-Lipidos

45-55%
7.5-9‘}
&12%
26%

-Composicitn de Aminodcidos (grISgn. N)

-Lisira
Vaira
-Lewina
-sleucina
~Treorina
-
<Cistina
-Fenikaianina
“Triptofana
-Histicina
Trosina
-Arginina

7284
5387
781
4352
4762
1.0-1.8
0.6-1.8
3.745
0.04-1.4
2031
3.3-4.9
S.1.2.2

Para terminar se puede agregar que &f mejoramiento nutritive de un formaje debido a ta presencia de

levaduras se veria solo si estos microorganismos fueran 13 poblacidn dominante y no hubiera

descomposician, { 12,13)
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. MUESTREO Y CONSERVACION DE MUESTRAS.

En la realzacién del presente trabajo se comaconmuesuasdemleriaspﬁms_y!mjes
provenientes de cualro formajeras de R ciudad de Guadalijara, Jalisco. Lag muestras obtenidas incluyeron
diferentes tipos. lales coma: granos moblides, harinas, pastas de grano, glitenes de grano, salvado de
gramineas. levadura de cerveza seca, y productos forrajeros terminados y listos para et consumeo animal
utilizades con diversos fines ( iniciadores de crecimiento, para la produccion de leche, came, huevs, efc. o
bases para engorda ).

Las muestras corresponden en su tatalidad a maleriales que antes de su fecoleccidn permanecian
atmacenados y debido a ello, se iratd de mantenertas bajo parecidas condiciones de temperatura, aereacién
y ha en el laboratorio, mientras que se trabajaba con eflas.

No hubo problemas en ef maneo de las muesiras ya molidas; sin embargo, fas muestras de
procuctos lerminades sdlidos, tuvieron que ser sometidas a un Jeve proceso de machacamiento en un
mortero esténl.

El muestreo efectuado no fué sistemdlico y se trabajd con las muestras que cada empresa
{orrajera dond para esta investigacion,

3.2. PREPARACION DEL MATERIAL.

Para ef procesamiento de las muestras, k3 preparacion y uso de los malteriales y medios. asi como
13 utilizacién de aparatos e instalaciones se contd con ef laboratorio de Microbiclogia det Instituto de
Clencias Biolégicas de la Universidad Autdnoma de Guadakjara.

Tanto la preparacion del material de vidrio, como la de los medios necesarios {ué realizada

personalmente conforme Jos requerimientos de fa investigacién,

.
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CUADRO No.3.1 DIAGRAMA DE LAS ETAPAS COMPRENDIDAS EN LA‘IDEN'TIFIICACION .
GENERICA DE LEVADURAS AISLADAS A PARTIR: DE - MATERIAS
PRIMAS Y FORRAJES

MUESTREO Y CONSERVACIDN
DE MUESTRAS

‘su’sMBRA DE LA
€L

ESTRAS PARA
AISLAMIENTO Y. RECUENTO - -

OBTENCION Y CONSERVACION DE CEPAS.
PURAS:. PARA. SU = IDENTIFICACION .

IDENTIFICACION DE LOS GENEROS MEDIANTE
LA  OBSERVACION DE. CARACTERISTICAS

. FISIOLOGICAS
A, Uiizacidn de compuestos de C
B. Utilizacion de compuestos de N
C. Crecimiento a temperaturas altas
D. Produccion de compuestos

amiloides extracelulares

E. Hidrolists de urea
F. Produccién de ésleres
G. Formacion de pigmentos

MORFOLOGICAS
A. De fa céiula vegetativa
B. De la reproduccidon vegetativa

DE CULTIVO DE LA REPRODUCCION SEXUAL
A. Crecimiento en medios liqundos A. De los ascos y ascosporas
B. Crecimiento en medios sokdos B. De telosporas.
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3.3, AISLAMIENTO Y RECUENTO DE LEVADURAS.

Antes de iniciar 1a descripcidn de fa metodoiogla que se llevé a cabo durante este trabajo de tesls,
serfa recomendabile que se revisara el diagrama del Cuadro No. 3.1. que esquematiza sintéticamente cada
una de las etapas de 1a investigacion y que podria ser de ayuda en ef seguimento ¥ fin de cada método.

Una vez aclarado lo anterior, es posible empezar a hablar sobre la forma en que se hizo &
amslamiento y conteo de fas levaduras a partir de las muestras.

Slempre es importante, y se debe tomar en cuenta. Gue para que haya una corecta identificacion
de las levaduras es mndispensable un adecuado aislamiento a partir de las muestras y e posterior
mantenimiento de 13s cepas puras.

Como las Jevaduras son microorganismos mesdfilos y capaces de desamoltar sobre un amplio
rango de pH, su aislamiento presentaria normalmente, poca o ninguna dificutad. Asi, ef aislimiento de las
levaduras a partir de materiales que contengan poca cantidad de bacterias y mohos, es refativamente facily
basta sembrar por aislamiento sobre una piaca de agar-extracio de lavadura (AEL) una suspension det
material a estudiar.

Sin embargo, para ef aiskkmiento de levaduras a partr de sustratos cuya contaminacién microbiana
sea predominante de bactenas. de mohos 0 ambas, como es el caso de las muesiras con 'as que se contd,
hay que usar ciertos medios y tecnicas ce cultivo sefectivos para las levaduras. Es por esto que se utilizaron
medios acidificados { pH 3 ) que se incubaron a bajas presiones de oxigeno; la acidificacién del medio de
cultivo restringe et desarrolio de bactenas y la exclusidn de aire fa de mohos.

De esta manera y aprovechando estos conocumientos se llevd a cabo el aislamiento y recuento de
tas Jevaduras de fas matenas pamas y los lomajes, Para empezar se hizo una suspensidn de ka muestra (1
gr. de muestra en 10 mi. de agua destiada esténl ) y tres aiuciones mds a partic de eila: 1:10, 1:100y
1:1000: 13 suspension incial se sembrd pof aislamiento en placas de agar-extracto de levadura (AEL) y
papa-dexirosa-agar (PDA), ambos acidificados y tanto |2 suspensidn como 1as diluciones se sembraron con
1a lécnica de la dilucion en placas de agar-extracto de levadura acidificado.
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Todas Ias placas; las sembradas por aistamiento y las sembradas por dilucién. fueron seliadas con
cinta aghesiva para su incubacién 3 25 °C durante una semana, siendo revisadas al 30., 50. y 70. dias. Las
placas negativas fueron dejadas una semana mas antes de desecharse como negatvas.

Después del procedimiento anlerior y una vez que hubo crecimiento sobre los medios incubados.
se revisaron todas y cada una de as colonias sospechosas de ser levaduras. Dicha revision se lievo a cabo
mediante la observacién al microscopio de preparaciones en fresco y con azui de factofenol hechas i; partir
de las colonias. obleniendo asl las cepas de levaduras a identificar y ei recuento de las mismas al vef en
que dilucidn se obluvo cada una,

Es necesaric aclarar que [as muestras fueron procesadas en iotes de 10 o 15 muestras hasta

obtenef todas las cepas de levaduras.
3.4. CONSERVACION DE LAS CEPAS DE LEVADURAS AISLADAS.

Para {a conservacidn de las cepas de las levaduras aisladas se recurrid a tubos con tapdn de rosca
que contenlan GELPA (glucosa-extracto de levadura-pepiona-agar) inclinado. Asi, todas fas colonias que
en as placas resultaron ser levaduras, fueron resembradas en estos tubos que se incubaron a 25 *C por 5
a 7diasy luego puestas en refnigeracidn para continuar su estudio.

Con estas cepas de levaduras se lrabajo a io largo de fa investigacion, teniendo cuidado en su
manejo para no contaminarks y revisdndotas al microscopio y resembrandolas para evitar su
envejecimiento cada 15 dias. De esta forma. cada microorganismo conserwd sus caracleristicas sin

cambios, o cual es deseable en cualquier estudio de idertificacién.



32

3.5. METODOLOGIA EMPLEADA EN LA IDENTIFICACION DE LAS CEPAé DE
LEVADURAS AISLADAS.
A continuacidn se hablara sobre los métodos necesaios y los criterios usados par
identificacién de levadurss.

3.5.1. OBSERVACION DE LAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

A.-Caracteristicas de la céiuka vegetativa,

a) Morfologla de kas céhuds vegetativas creciendo en medios liquides o solidos.

La forma de las células vegetativas es (i como criterio taxonémico, ya que su forma estd
retacionada con ka manera en la que se reproducen asexuaimente,

Las células pueden ser esfercidales. globosas, elipsoidales, ovoides, cilindricas, elongadas,
apiculadas, ojivales 0 en media una y en algunos casos [ foma misma de fas células es lan caracteristica
que puede ser empleada en fa idenuficaciin genénca,

La forma y tamado de tas célutas puede observarse anto en medios sélidos como en fiquidos y se
utilizan pasa tal fin cultives de levaduras desarroitades en GELPL (glucosa-extracto de levadura-peplona-
liquido) 0 en GELPA que pueden ses observados al microscopio luego de ser incubados a 25 °C durante 3

dias. £n este caso. tambwén las preparaciones en fresca o con azul de laciofenal facilitan fa cbservacion.

b} Formacidn de seudomicetio y micelio verdadero,

Cuando la levadura se reproduce asexuaimente (por gemacion o fisién) la célula hifa puede
separarse 0 permanecer acherica a la céhua madre, y eventualmente dar lugar 3 cadenas de células, Esta
tendencia 3 permanecer LNICas puede resuttar en ki formacidn de seudomicetio.

El seudomicelio puede sef rudimentario. a manera de rosario, o bién un micelio verdadeso, Para
observar la formacidn de seudomiceiio 0 micetio verdadero se pueden wlilizar varios medios de cultivo, entre
los cuales se eligid @ agar-harna de maiz (AHM). Este medio fué sembrado con la técnica de Daimau.

incubado a 25 °C por 5 dias y observado al microscopio, B . -.‘-:\::a'}\':
: R e
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c) Formacidn de clamidosparas.

Debido a que fas clamidosporas son esiructuras caraclaristicas de algunos péneros, ef hallazgo de
fas mismas es de gran utiddad.

Las ciamidosporas son estructuras feconocibies a traves de la observacidn microscopica de los
cultivos viejos, ya que ademas de tenef paredses celulares gruesas Sof ricas en matesal lipidico y
muestran mayor tamaio.

Para ka observacion de las clamidosporas, cuya bisqueda se hizo en cultivos viejos crecidos sobre

AHM, se usaron preparaciones ef fresco, con KOH y con azuf de tactofenot.

d) Formacion de balistosporas.

La formacién de balistosporas es un modo de reproduccidn muy caracteristico y por tanto, es un
ctilefio decisivo para kb clasificacidn e identificacion de las levaduras petienecientes a kb famiia
Sporobolomycetaceae.

Las balistosporas pueden ser detectadas en los cultivos en placa; ys que en Is tapa de fa caja de
Petri se forma una imagen especular de Ia colonia que crece en ef medio, dicha imagen ests formada por
1as balistosporas descargadas por |3 levaduma,

Para ka observacidn de balisiosporas se utiizaron los cultivos desarroliados sobre los medios de
agar-harina de malz (AHM), en ks cuales se revisd 1a tapa de ka caja de Petri buscando ki imagen de fa
colonia formada por las bakstosporas descargadas.,

) Presencia de capsula.
L2 deteccion de capsula akrededor de fas céksas levaduriformes tiene clerta importancia para fa
identificacidn, y3 que aigunos Qéneros se caraclenzan prec por ser

psutados. Sin embargo, este
no es rasgo definitive pars b identificacion debido @ que las cepas levaduriformes en aigunas ocasiones
plerden ka capacidad para formar ka capsulia,

E! crecimienio mucoide de una Colonia sobre medio slido, estd frecuentemente asociado a i
presencia de capsuta; por efio, @ lodas fas oon fstica ide que crecieron sobre
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GELPA (inciso ), e les practicd [a técnica de la tinta china. Esta técnica es fa que pone de manifiesto (3
presencia de & capsuta, faciltando [ observackin microscopica de ka misma.

B. Caracteristicas de la reproduccién vegetativa,

La reproduccidn asexua o vegetativa de tas levaduras ocurre por gemacion, por fisién o por una
combinacidn de ambos procesos. De s tres, la gemacin es la mds representativa y mds frecuente entre
tas levaduras y como se sabe consiste en fa formacidn de una céiuta hija a pantir del crecimiento de una
yema o blastospora en [a levadura madre.

Cuando f2s yemas o biastosporas se forman en diferentes sitios sobre 'a superficie de fa céluia
madre, se dice que ocume gemacién multipotar o multdateral y es fa forma cidsica y mas comin en las
‘evaduras. Si las yemas se foman en dos polos distintos de Ia cdpsula, la gemacidn se llama bipotar y si la
céluta ongina una yema UNICa $e conoce Como Lnipotar,

Otra forma de reprocuccion vegetativa que podemos encontrar en 13s levaduras es fa formacién de
conidios nacidos sobre esterigmas, que ocurre cuando una celula forma un esterigma e cual da lugar a un

Todas ks caracteristicas de a reproduccxdn vegelativa se pueden observar conjuntamente con las

de las céiulas vegetativas (inciso a), utiizando pana eilo los mismos medios y técnicas.

BPATY B RE NDURTR]
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3.5.2. OBSERVACION DE LAS CARACTERISTICAS DE CULTIVO.
Puesto que practicamente todas fas levaduras pueden ser cultivadas en medios liquidos y sélidos.
tas caracleristicas de tales cultivos, observables a simpie vista, pueden ser empleadas con propdsito

diagndstico.

A. Crecimiento en medios liquidos.

El crecimiento en medios liquidos de s levaduras. puede resuttar en R formacion de sedimento,
anilio isiotes o pelicuta superficiales o en ef fondo def recipiente, o bien dar al liquido una consistencia
viscosa. La formacidn de pelicuta en la superficie es una propledad que se asocia parcialmente con la
demanda de oxigeno de kas levaduras: dicha pelicuia se forma en 16 2 diszs después de inocular el medio,
sl es pesada, arrugada y se deskza facimente se le conoce come "Kahmhaut™. Cuando iz pelicula pass a
ser brilante y himeda en su aspecto significa que ef cultivo ha sido prolongado.

Al formarse e seudomicelio 0 micelio verdadero en los medios liquidos se produce un crecimiento
grueso y pegajoso que aparece en ka superficie y que eventualmente resultard en masa mucoide en &
recipiente,

La aparicin del "kahmhaut® esid asoclada con especies que dependen de la asimilacidn
oxibidntica para ta produccion de energla necesaria en su crecimierto,

El crecimiento de fas levaduras en medios liquidos se observé en matraces que contenian GELPL,
que una vez inoculades, se incubaron 3 25 °C durante 3 dias. Se observd por k2 aparicion de desarolio
tanto en fa superficie coma en el fondo.

Sobre medios s6idos, el crecimiento levaduriiorme puede ser mucoide, afelpado, Cremoso 0 parejo;
el crecimi ide estd jado a la presencia de cdpsula, como ya se menciond, mientras gque ef

parejo o afelpado loestd a la p i de seudomicelio 0 moeko
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La superficie de crecimiento y los mdrgenes de la colonia son datos (tiles, pero no definitivos para
fa ientificacin; ya que una misma cepa puede presentar dimorfismo colonial (sef fisa ¥ rugosa) y seguir
teniendo las mismas propiedades fisiodgicas.

El crecimienio puede presentar ccloracikn fuerte o débil debida a la presencia de alguncs
pigmentos, y esto si daria ka pauta para seguir mas facilmente fa identificacién, porque son pocos los

Las caracteristicas del desamolio sobre medios Solides se observa en las colonias Unicas que
crecieron en placas de GELPA luego de 3 dias de incubacién a 25 °C. A estas colonias se les permite
seguir desamekando en es3 misma lemperatura de incubacion hasta por un mes con e fin de cbsarvar los
cambics que con el tiempo sufre.

FALLA DE ORIGEN



353, OBSERVACION DE LAS CARACTERISTICAS DE LA REPRODUCCION SEXUAL.
A. Caracteristicas de los asc0s y asCosSporas.

De las levadi que benen reproduccion sexual, son las que pertenece a los Ascomicetos (familia

Saccharomycetaceae y Spermophithoraceae) 0s Unicos gineros en observar @ produccidn de ascos y
ascosporas. Para faciltar la comprensién del rol que juegan estas estruciuras en ef ciclo bicidgico de las
levaduras ascosporégenas se presenta b figura No. 3.2,

Existen varias maneras en que el asco se origina. pero todas effas van a dar una céiula dlpbkfe 1]

2Zigoto que posteriormente se transformara en asco conteniendo las ascosporas. Al Hegar a k3 madurez. los

ascos pueden permanecer intactos, fomperse como tado del agrandamiento de las esporas
germinantes o romperse esporitaneamente y liberar las ascosporas maduras sin germinar.

Respecto a s ascosporas. al igual que los ascos. se puede enconlrar una gran diversidad de
formas {ya mencicnadas en el capitulo anterior) que en casos muy espgciales ayudaria a fa identificacion
del género por s misma. Algunas ascosporas son pigmentadas y esta caracteristica puede aywdar en ta
identificacion .

L3 pared de {a ascospora madura tiene afinidad por ciertos colorartes bdsicos y dcidos: eslo se
pone de manifiesto wiizando los colorantes de ka tincidn dcido-aicohol-resistente.

Las ascospdras estan adaptadas para mantener su viabifidad por periodos karges y pof #lio la

formacidn de las ascosporas depende de factores come fa calidad de nutrienies del cultivo, 3 composicién
del medio y su pH, etc.

Para lograr un mayor éxito en la esporulacién se recomienda que kas cepas de levaduras provendan
de medios ficos (como-el GELPA) y sean inoculados en medios especiales que favorezcan fa actividad
ascogena. Eslos medios especiales para ka esporulacién se caracierizan por tener una concentracién
limitada de carbohidralos. que restringe fa reproduccidn vegetativa. También 1a temperatura a & cual se
incuben los medios para esponulacion juega un paped importante, y2 gue para la mayorfa de las cepas es
alrededor de 25 °C.
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RGURA No. 32. ESQUEMA GENEEIL DEL CiCLO BIOLOGICO DE LAS LEVADU-
- RAS ASCOGENES.
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Para la observacién de ks caracteristicas de i reproduccidn sexual se utilizaron trozos de
zanahoria y de papa estériles dentro de tubos y bloques de gis en igua! forma. Los medios s& inoculan y se
incuban a 25 °C por 3 dias, pasados los cuales se empieza una revision periddica haciendo observacion
microscépica de elios. Los cuttivos no son desechados en por lo menos 6 semanas para decir que son
negativos.

La formacion de las ascosporas se verifica observando preparaciones fiadas y tefiidas con fa
técnica de Schaeffer-Fulton modificada gue son revisadas al microscopio y donde se pueden encontrar con
mayor facilidad

B. Caracteristicas de tefiosporas.

Los géneros lvaduriformes que pertenecen a los basidiomicetos, comparten con los hongos de
esle grupo varias caracterislicas durante su ciclo bioldgico. Por est0. es convenienle revisar a grandes
rasgos 135 etapas del cicko bioldgico que se presentan en estas levaduras. {figura No. 3.3.)

Dentro def ciclo vital se puede encontrar haplofase, diplofase y fase dicaridtica, pero no lodos los
géneros deben presentar cada una de ellas necesariamente.

La formacion de teliosporas diploides o de esporas sexuales homélogas a éstas es ta caracteristica

2 identificar en los géneros levaduriformes comrespondientes a los basid 135 esp en cuestion

tienen pared gruesa y son ficas en lipidos. pueden tener formas esferoidales 0 anguiares 0 ser hialinas u
oscuras.

La formacidn y germinacidn de teliosporas es influenciada marcadamente por kas condiciones del
medio, siendo los medios nutricionalmente deficientes los que favorecen su aparicidn.

Para ob & pr fa de tediosp y esp relacionadas se usa el medio agar-harina de
matz (AHM) utitzando la técnica de Dalmau. Estos medios ya inocutados se incuban 8 25 °C por 10 dias.

La revision a! microscopio de los cullivos van encaminados al haltazgo de céiuias esferoidales o
elipsoidales, ricas en lipidos, de pared gruesa y colocadas en posicién terminal, kateral o en racimos.



FIGURA No33. ESQUEMA GENERAL DEL CICLO BIOLOGICO DE LASLEWADURAS
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35,4 OBSERVACION DE LAS CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS.
La obsarvacién de s caracleristicas fisioldgicas es con frecuencia Wilzada para delimitar ks

especies de los géneros de levaduras y se consideran poco tas para d taxa may

La experiencia ha ensefiado que ka caracteristica fisioldgica mds fundamental ocurre en términos
del metabolismo de fa levadura de ahi su valor e importancia.
Las caracteristicas fisioldgicas que han probado ser mds Utites en ka clasificacion e identificacion

de fas levaduras son aquellas asociadas con; utilizacion de fuentes de C y N; factores necesanos para o

C Ho; ¢ a temp elevadas y sobre medios con afta presidn osmotica; formacidn de
matabolitos tipicos y la susceptibilidad a ciertos antibidlicos que tienen algunas levaduras.

A continuacién se dard ka fista de las caracteristicas fisiolgicas a ser observadas en esta
investigacion, ya que no se realizd metodologla para fodas fas recomenxadas en bibkografia debido a que ef
objetivo de este trabajo es Begar a la idenlificacion de los génetos Unicamente, y para elio Son necesarias
solo unas cuantas.

Las caracteristicas {isioldgicas que son necesarias para la identificacion de los géneros de
fevaduras son:

A. Utilizacion de compuestos de carbono.
B. Uniizacion de compuestos de nitrdgeno.
C. Crecimiento a altas temperat

D. Produccion de compuestos amifoides juk
E. Hidrokisis de urea,
F. Produccién de ésteres.

G. Formacién de pigmento FALLA DE (50

A. Utilizacién de compuestos de carbono,
Una levadura que desartolie sobre una fuenie de carbohidratos debe lener capacidad de

fermentario o de ulilizario para la respiracion; es costumbre referirse al primes proceso como fermentacion y

41



2l segundo como asimiiacion, aunque en la actualidad se sabe que tanto &n s procesos femmentativos
coma en los oxidativos hay asimiacion ded azicar,

Con muy pocas excep , S8 Na enc QUe CUANCo UNA Cepd levaduntorme LIkEa una

fuente de carbono pos on, bién es capaz de utiizaria oidati pera no v . En

base a eslo y @ que las pruebas paa la wizacion de compuestos de carbono se prefieren en fa
identificacién espécifica de ias especies. oo se realizaron algunas pruebas necesarias para & obsesvacion
de la fermentacién caracteristica de 105 génevos.

a) Utilzacidn fermentativa de los compuestos de carbono,

El conceplo cdsico de la fementacidn  alcohdiica por levaduras ha sido ef de un proceso
anoxibidtico que se reaiza bajo condiciones estrictamente anaerdbias. Mas aun, que se trata de un Hoceso
que se deprime con la presencia de oxigeno molecular (fendmeno conocido como Efecto Pastewr). Sin
embargo. estudios recientes han demostrado que este concepto de fermentacion de las levaduras no
siempee es sostenibie. ya gue se& ha observado que si bien e efecto Pasteur es cierlo para fa mayotia de las
especies, en algunas ef oxigeno mokecutar estimuki a fefmentacion.

Como va se menciond anles. la capacdad o incapackiad de una levadura de (ermentar
casbohidratos para dar etanol y CO, e8 una caracieristica muy Gtil en la diferenciacidn de especies, pero
lambwén tiene cierta aphicacidn en 1a identificacidn de los géneros.,

Se han disefado un buen numero de pruebas para determinas & capacidad lermentadora de las
levaduras, sin embargo todas se basan en fa deleccién de CO,. etanal y dcidos orgdnicos producidos
durante ef proceso.

La técnica que se Wifizd en e presente trabao para la investigacién de la capacidad fermentadora
de 35 cepas fué ia inoculackdn en tubes de Durham. Los tubos deblan contener una solucidn al 2% del
azicar a probar en un medio base: dicho medio base provee a la cepa en estudio de una fuente e

ntrégens y nutrientes esenciales y tiene el indicador de pH que pone de manifiesto 1os cambios de acidez,

a2



Los indcuios empleados en estas prusbas deben de ser arandes para dismunuir a disponibitidad de
oxigeno y festringir ta profiferacion celular: 0.1 ml. de una suspensién de células hecha de cuttivos de AEL
de 48 horas en 4.5 ml. de agua destilada esterH.

Los tubos inocutados se incuban a 25 °C. se les agita frecuerderneanie y se revisan dario por 24
dias. buscando la apancidn de gas y el cambio de colof del indhcador.

Los carbohidratos empieados en fas pruebas de fermemtacion fueton: glucosa, galactosa.
sacarosa, matosa y kaclosa: por ser azicares mas representatvos. Es importante sevialar que cuando una

cepa es fermentadora, siempre presenta esta capacidad con i3 glucosa.

B. Utitzacién de compuestos de nitrégeno.

Puesto que e metabolismo del ntrégenc es bdsico en ¢ crecimiento de cualquies organismo, la
capacidad de Wilzar diferentes fuentes de nitrogeno resutta (il en ka identificacidn de ias levaduras.

Las levaduras tienen habilidad para utilizar diversas fuentes de N, tales como los nitratos, nirtos,
aminas ahtaticas y algunos aminoacidos especificos. Con el proposito de diferenciar los géneros se usa ka

prueba para la utiizacién de nitratos por sef fa mds representativa,

a) Wiizacion de naratos.

Para probar fa capacidad de las cepas lavaduriformes de utiizar nitratos como Unica fuente de
nitrégeno, se recurmit a i técnica de asimilacidn en medio liquido. Esta técnica consiste en & inoculacién
de s cepas en un medio Gue contiee una fuenie de carbohidratos, kos nutrientes esenciales para el
crecimiento y nitrato de potasio. Paralelamente se inocutan tubos que contengan solo &l medio con (a fuente
de C y los nutrientes (tubos testigo).

€l indcule de cada tubo es simitar al wtilizado en fas pruebas de fermentacion y una vez kistos los
tubos se incuban a 25 °C por 4 semanas, revisandolos semanaimente. El desarrolio en ios tubos que
contienen nItrato siempre s comparard con ef que pudiera OCUITT en los 1estigos para dar ka prueba como
positiva.

43
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C. Crecimienio a aktas temperaturas

E rango éptimo de temp para el ¢ iento de fas levad es de 20 °C a 28 °C: sin
embargo, hay pCk y algunas d Han a temp mas bajas (4y 15 °C) 0 mds altas (37y 45
*C). Es interesante determinar, cuando las levaduras son capaces de crecer a 37 °C si su desamolio estd

as0ctado con animaies de sangre cakente,

El crecimento de las levaduras a temperaturas elevadas puede observarse sobre diferentes
medics. Se escogid ef uso de AEL panra esta prueba. El agar fué inocutado por estria e incubado a 37 °C
por 4 dias, uego de los cuales se revisd y cuando el desarrolio obtenido fué débi, se hizo un subcultivo que

fué incubado otros 4 dias a la misma lemperatura.

D. Produccién de compuestos amiloides extraceiulares.

Desde hace tempo, s& ha venido estudiando ta produccion de material amiloide extraceiulsr de s
kavaduras capsuladas y se ha encontrado que bajo condiciones de cultivo adecuadas. muchas cepas
" elaboran pokisacaridos extraceiutares que en presencia se soluciones de yodo dan coloracién azul-morada.

La pfueba que se uséd para poner de manifiesto los compuestos amiloides extraceiulares consiste
en nundar las cajas de Petri que contienen colonias Unicas de levaduras con una solucion de Lugol de
Gram modificada. El medio de cuttivo utilizado en este caso es GELPA acidificado, que una vez inoculado
se incubd 2 semanas a 25 °C.

La presencia de color azul moraceo en la caja luege de panerle ei Lugol d4 ia prueba positiva.

E. Hidrglisis ce urea. l"ht_l_.r\ 1 e Wi A udabY
Practicamente, lodas ias levaduras pueden utilizar la urea en bajas concentraciones como Unica

fuente de N. sin embargo difieren en su capacidad para hidrolizaria en altas cantidades en medios que
contienen peptona como fuente de N organico.
Para observar k3 capacidad de cada cepa para hidrolzar urea se ulilizé el medio Christensen (Agar-

urea de Christensen) que luego de ser inoculado se incubé a 25 °C. examinando jos cultivos diario por 5
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dias. La hidrolisis de ia urea se foma coma pasava cuando aparecs ef color r0sa fuene en ef medio que

origingimente es violiceo.

F. Produccidn de esteres.

Ya que fas levaduras fermentadoras pueden formar una gran variedad de ésteres durante la
fermentacidn, esta caracteristica se utiliza soio como ayuda en ka identificacién general de ios géneros.,

Para detectar la formacidn de ésteres por una cepa lavadurilorme se recurte a examinar el olof de
los cultivos crecidos sobte GELPA o en GELPL incubados a 25 °C por 48 horas. Se buscard et olor

caracleristico de fos ésteres.

G. Formacisn de pigmento.

La forrnacién de piamentos distintivos puede ser usada en ia dif facin de algunos o

levaduriformes.
Entre tas levadurss se distinguen diferenles tipos de pigmentos, pero los mds comunes y de mayor

imp ia taxdndmica son los ides. Los pigmentos carolenoides dan a! cultivo tonakdades que

van dei amariilo al rojo y eslo se puede observar tanto en medios liquidos como en sélidos: de esta manera,
se pueden utiizar las mismas colonias que se usaron en 3 observacidn de las caracleristicas de cultivo

para I ion de pi

FALLA DE ORIGEN
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4, RESULTADOS

Durante esta investigacién se manefaron en total 50 muestras provenientes de cuatro industrias
forrajeras diferentes; de fas 50 muestras. 31 corespondieron a materia prima y fos 19 restantes 3 producto
forrajero terminads listo para el consumo animal. La tabla No 4.1, presenta ta distribucidn y e! tipo (materia
prima o forraje) de las muestras que fueron proporcionadas. Cabe sefialar que ka eleccién de fa muestra
dependis exclusi fe de las emp donadora y se hizo en funcidn de sus existencias.

Las muestras donde se reafzé el hallazgo de levaduras fueron 24 (48 % de! total): 14 de materias
primas y 10 de productos terminados: dichas cifras corresponden a 45% y 52% de cada tipo de muestra en
particutar,

£n fa tabla No. 4.2. se presenta fa relacidn de fas muestras positivas y los géneros levaduriformes
wdentificados, asl enmo e! contes de bos microorganismos. En la siguiente fista se resumen ks nombres de
fos 10 diferentes géneros aistados e iderdificados:

Candida
Cryptococcus
Hansenufa
Kloeckera
Khuyveromyces
Pichia
Rfvodotorufa
Saccharomyces
Torutopsis
Trichosporon
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TAELA No. 4.1. DISTRIBUCION Y TIPQ DE MUESTRAS PROPORCIONADAS POR CUATRO
FORRAJERAS DE LA CIUDAD DE GUADALAJARA, JALISCO.

FORRAJERA ;TOTAL BE MUESTRAS | NUMERGS ASIGANDOS | TIPO DE MUESTRA
P WATERIA] FORRAJE
PRIMA | TERMINADO
' 1AL 10 2, 8
MALD 6 4
" - 20AL%0 5 5
W saLso. o oo s
31 e

( Febrera83)
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TABLA 42, GENEROS Y RECUENTO DE LEVADURAS PRESENTES EN 24 MUESTRAS DE

MATERIAS PRIMAS (MP) Y FORRAJES TERMINADOS (FT).

MUESTRAS GENEROS*| RECUENTO No. GR. PESO -
No. | TIPO TOTAL DIFERENCIAL:

gar2anys|Byy

*CLAVE:
1 Candida 3H; k 5 Kiuy Y 7 yces © Tonsdopsis
2'Cryptoeoceus 4 Kioeckera € Pichia 8 Rhodotorula 10 Trichosporon

(Febrero-Agosto/83)
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Basiandose en: las tablas No 4.1. y No. 4.2, se observaque:

-De ta forraera | ef 40% de ias muesiras fueron posaivas al hallazgo de levaduras, comrespondienda
éstas 2 formajes lemanaces exciusivamernte. En dichas muesiras, et conteo promedio por muestra fué de
1.5 mictooiganismos muestra, encontrdndose solo 3 géneios diferentes: Candida, Saccharomyces y
Rhodotorwia.

-De 3 forrajera |, of 80% de las muestras presentd contaminacin por levaduras, siendo en este
Gupo donde se encontrd el mayor nimere de microorganismos/muestra. La diverskdad gendrica lué de 7.
Todas las muestras de formajes lerminados y la 23 partes de las materias primas fueron posilivas 2
contammacitn en cuestion. Los 7 génesos aqui identificades fueron: Saccharomyces, Rhodolorufa,
Candida, Cryp s, Plchia, Trichosporon y Torulopsé

-De la forragera 1l tambeén se tuvo el 40% de las muesiras positivas. dando un recuento promedio
de 88 macroorganismos muestra. Las muestras posdivas fueron en su mayorla materias primas. Se
encontyaron 4 genercs diferentes: Candida, Hansenula, Saccharomyces y Rhodotorula,

-Enta lomaera 1V se encontrd &l 40% de las muestras positivas, 25 partes de las materias primas
y B mtad de los fofrajes termanados. gque  resuftaron con un conteo promedio de 45
mcroofGansmos muestra, £n este grupo [ diversidad genérica fué de 7: Candida, Cryptococcus,

Kioechera, Kiuyveromyces, Saccharomyces, Rhodotorula y Trichosporon.
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La tabla No. 4.3, fos 10 géneros de levad identificados a través de este trabajo de

tesis y la frecuencia con que cada une de elios fué encontrado. De igual forma. fa figura No. 4.1. representa
graficamenie estos dalos de frecuencias.

Por uttimo, en la tabla No. 4.4. se muestran los resultados de kas pruebas realizadas para kb
observacion de los caracteres fisioldgicos de cada cepa aistada. Esta tabla. junto con los resultados
ohienidos en fas pruebas para fas caracteristicas morfoldgicas. de cultivo y de repfoduccién sexial
conforman i3 base de la identificacion efectuada.

Las cepas a identificar totalzaron 3¢, lograndese conocer &f género de cada una de elias.
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TABLA No. 43. FRECUENCIA DE GENEROS LEVADURIFORMES AISLADOS DE 24
MUESTRAS DE MATERIAS PRIMAS Y FORRAJES,

ENEROS FRECUENCIA PORCENTAIE

haromtyces 10 56%
(Cryvlococcus S179%

7 p
Candida 6 ‘ A% 0
{Rhodotoruta 6 o saw
[Trichasporon 4
[ Torulopsis

Hansenula

Kiceckera
Kluyveromyces

{Febrero-Agosto 83)



FIGURA No. 4.. ESQUEMA DE LAS FRECUENCIAS DE LOS GENEROS
DE LEVADURAS AISLADOS DE 24 MUESTRAS DE
MATERIAS PRIMAS Y FORRAJES,

Soccharomyces

i5.4%
Rhodotorula

15.4%
Candida

{Febrero- Agosto/83)

GEN
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CEPA - FERMENTACGION | UTILIZACION, (FEOIM PRODJ(XJOH
DGSL i DENO, : A3C CA

HIEROLISIS PROWx PIGMENTQ.
DE UREA - DE ESTER  PRESENTE

D= Dextrosa, G= Galactosa, S=Sacarosa L=Laclosa * M= Manosa .
C.A.E.= Compuestos Amiloides Extracelufares. - T ;

(Febrero-Agoslo!Bé) .
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5. ANALISIS DE RESULTADOS Y COMENTARIOS
ANALISIS DE RESULTADOS,

A partir de los resultados obtenidos, existen varias conclusiones a tas cuales &l posible llegar:
1.- Como era de esperarse, por tratarse de microorganismos Lbicuos, diferentes levaduras fueron aisiadas
de 13s muestras de formajes y sus malerias primas. Sin embargo, ef nimero de éstas es pobre en
comparacion con ta poblacitn de bacterias y mohos presentes en tales productcs alimerticios observadas
en la etapa del aislamiento,
2.- Se puede afimar que cada Una de fas forrajeras invesligada, con excepcion de fa No. I, presenta
contaminacion con levaduras en el 40% de las muesiras donadas para este trabajo. Este porcentsie
comesponde en su mayorta a forrajes terminados por motivos que se senalan mds adetante, También es
importante mencional que la ocurrencaa de géneros ¥ los conteos realizados guardan cierta simiitud.
3.- El caso de ia forrajera No. I} es miy particular y asi se puede ver ef los resultados reportados: 80% de
135 muestras presentaron contaminacidn con levaduras dando los conteos mids elevados y se sefiala al
génefo Cryptococcus como el mds abundante. De esta forma, son los resuftados de las muestras de la
forrajera No. il los Gnicos que se salen del rango de ios resuitados totales.
4.- En general y contrariamentte a lo que pudiera pensarse, los forajes o productos terminados mostraron
mds frecuentemernte estar contamnados con ievaduras en comparacidn con ias muestras de matesias
primas. Esto cbedece 3 que tas empresas producionas de alimentos para animales que proporcionaron las
mustras.pmwsanenconophmdsuésdewmm.hsmateﬁaspdfnasyalmacenansmprcdudos
terminados conforme ta demanda de los mismos.
§.- Respecto a jos géneros de levaduras aisiados e identificados, se puede decir que forman parte de la
microfiora del sUsio Y que se les puede encontral en una gran variedad de habitats. Todas las cepas
asladas fuefon gendricamente identificadas: siendo. sin lugar a dudas, & género Saccharomyces & mis
[recuente en l3s muestras. Sin embargo. como se menciona en ef punto 3o.. & género Cryptococcus tuvo
13 lrecuencia mdxima de aisiamienio dentro de un grupo de muestras (lodas ellas provenientes de fa

forragera No. ).
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6.- Continuando con los géneros identificados en esta investigacidn, es de hacerse notar que se aisaron
levaduras con fas que no se trabaja cornunmente en el kaboratorio clinico ni ef de control de caidad de fas
industrias fermentadoras. Tal es ¢l caso de Pichia. Hansenula, Kioeckera y Kiuyveromyces,

7.- De los géneros aislados e identificados. Candida. Cryp y Trichosporon. son ios tUnicos que

se consideran potenciaimente patégenos para el hombre y los animales. Debido a que no se realizd ia
identificacion de especies, no e tienen datos de cuantas de fas cepas de cada uno de estos génefos son
s oportunistas.

8.- Hablando del mejoramiento de fa calidad de ios forrajes por la presencia de géneros levaduriformes. no
se puede afimar que ocura. Aunque Candida. Seccharomyces y Kluyveromyces (que tienen
importancia nutricional) estédn presentes, sus conteos son tan bajes como para mejorar fa cabdad nutricional
de los forrajes y con este fin serla preferible optar por &f cultivo en gran escala de géneros y especies

indicados para wiilizarios como fofrajes propi 0 COMO COmpk de fofrajes vegetales,

8.- Defintivamente, ias condiciones de manejo y almacenamiento de las materias primas y los forrajes
terminados deciden & papel que juegan ias levaduras en e delerioro de estos productos. ya que aun
encontrandose en pequenas cantidades, $on capaces de iniciar procesos de degradacidn importantes,

10.- Es conveniente sefialar que, de los casos en que fas muesiras eran levadura de cenveza desecada
(muestras 25 y 40), soio en uno de ellos se pudieron aiskar organismos levaduriformes viables. Elio

probabk debido al p dsl sacado mismo,
COMENTERIOS.

Los siguientes i0s Se hacen resp a algunas de las conclusiones.

Sobre ef punto 1. Se hace notar que ain cuando no se hick de bacterias y hongos
filamentosos, se tuvo (3 apreciacion de su presencia al reakzar las técnicas para ol aistami de las
levad Es probable que las Que fueron negaivas al hallazgo de levaduras hayan contado con
una poblacidn bacteriana y de mohws tan imp que se g e

esaToRo o FALLA DE GRIGEN
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Los puntos 2., 3. y 4. confirman que condiciones inadecuadas en el manejo y aimacenamiento de
malertas primas ¥ fomajes caran por resultado cambios en 1a cantidad y calidad de levaduras contaminantes
y como se seftala en el punto 9., edas son. muchas veces, responsables de la descomposicién inicial de
estos materiales debido a k2 carga enzimalica y capacicad metabdilca que poseen, alin en conteos bajos.
Tal vez fa varacidn en tas condiciones de humedad, pH y aereacitn de los lugares de procesamiento y
aimacenaje de productos sean los responsables de [ diferencia en los resultados de [a formajera No. |l

Es importante mencionar Gue 13 3paricon tan frecuente de Cryptococcus en las muestras de ka
forrajera No. 1l indica que este hongo abunda en ese stio y que los pioductos que de ahi provienen
representan un pengro e contaminacitn pan ks animales sensibles con los que tenga contacto. (Puntos
3. y 7). Otra observackdn importante referente a esle mismo génefo es que en esludios recientes,

publicades 3 partiy de 1990, se descubnd que Cryptococcus presenta fase sexual perteneciente al orden

Ustllaginad, famikia Usuilegi y género Fliobasidlelia. Dicha caracteristica no fué consideracs en
este trabajo ya que en e tiempo de i resizacion de esta investigacidn los criterios para este género eran

aiferentes (15).

No cabe duda scbre 1a frecuencia con que el género Saccharomyces fué aislado. ya que es uno
de ‘o5 mds abundantes en ta naturameza; sn embargo. aunque en este caso en especial, no confiere al
SuSHTalo en ef que estd presente N maAyor Valkol nutrivo PoF sU baje conteo, si asegura la fermentacién de
carbohidrates como inicio del deteriord de Jos productos. De ahl su importancia.

El hecho de descnbi les criteradedasificacidn y las camcteristicas  de los géneros en of

capituio 2y a metodeiogia para 13 igerulicacion en ef capitulo 3 se debe, principal aguesep d

Gue esla lesss pueda senr 3 queenes quieran conocer en e fuluro los requerimienios minimos para
identficar levaduras y de ayuda para fomar un pian de trabajo: ya que tanto 1 informacidn bibliografica

como algunos de Jos recurses 1écrucos para la identificaciin de especies son de dificid acceso. En la
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busqueda de fa miormacen para of desarrollo de este trabajo, se pudo comprobar® excluyendo a kas
levaduras de importancia médica e industrial. 3 propagacion de bibliografia sobre el tema se encuentra
restringido a centros de estudios altamente especializados.

Para terminar, se cree que los resultados y conclusiones oblenidos son una representacion objetiva

de la importancia del hallazgo e identificacién de las levaduras en diferentes materias primas y forrajes.
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6. CONCLUSIONES
Hasta &l momento de Ia reafizacién de este {rabajo no se tenian repories pubiicados er ka
bibliografia sobre ia presencia de levaduras en forrajes u ofros alimenios animales. Asi mismo, tampoco se

encontraron dalos numéricos que Sifvieran para comparar los tados obtenidos aqui; por ko tanto las

cifras reportadas en este lrabajo pueden considerarse enire ellas mismas. dejando de esta forma un

antecedente para posteriores investigaciones.

El trabajo practico efectuado duramte la ir igacion se basod excilush 2 la bibliogs que

en ese fiempo efa novedosa; de ahl que. innovaciones en 13 metodologia para la identficacién de fas
levaduras llevadas a cabo después de 1963, as! como modificaciones en fa clasificacidn, no hayan sido

tomadas en cuenta,

Respecto 2 los géneros levaduriformes identificados. se considera que representan solo una parte

de ios que en realidad existen en los productos fados: ya que por presentarse tan escasamente en
eslos maleriales, tienen restringido su desarrotio por olros microorganismos. Tampoco se puede afimar
con ceiteza que las levaduras encontradas en fas muestras Sean conlaminanies del sitic de
almacenamiento, porque come es bién sabido, desde ef cultivo, recoleccién, manejo y precesamiento de las
plantas forrajeras existe fa posibilidad de contaminacién con levaduras.

El hecho de que se hayan aislado géneros de levaduras, que a través de su identificacion,

1 S8 oportunistas, una mayor atencidn en el cuidado de la cahdad de los forrajes debido @
que estos alimentos contaminados se corvierten en importantes fuentes de infeccidn que pueden legar al
hombre y producir patologlas en individuos inmunodeprimidos.



62

Debido 3 ta dificultad para reaizar fa metodologfa recomendada para ¢f estudio e identificzcidn de
fas especies, solo fud posible efectuar la identificacion genérica. La razon de tal dificultad reside en fa
necesidad de recussos tecnoidgicos poco comunes e inaccesibles para fa mayoria de los centros de

sstudios superiorss.
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APENDICE I; TECNICAS Y METODQS UTILIZADOS EN EL CAPITULO 3.
1.1, AISLAMIENTO Y RECUENTO: Técnica de Dilucidn en medios de cultiv acidificados a pH,.
+ Técnica de dilucion; se utilizs en la forma siguiente, )
Tubo No. 1; suspensidn de [ muestra ( 1 gr. de muesira 10 mi. agua destitada estéri)
Tubo No. 2: diucidn 1:10
Tubo Ne. 3: dikucién 1:100

Tubo No. 4: dilucién 1:1000
.+ Medics de cultivo acidificados a pHy

I. AGAR EXTRACTO DE LEVADURA ACIDIFICADO
5 gr. Exiracto de levadura
20 gr. Bactoagar

1 k. Agua Destiada -
Acido lartdrico ef necesario para alcanzar pH,

li. PAPA DEXTROSA AGAR ACIDIFICARO

Medio preparada comescizimente y acidificade con dcido tartarnico,

1.2. CONSERVACION DE LAS CEPAS PARA POSTERIOR IDENTIFICACION: Inoculacion de tubos con
GELPA inclinada.
+ Técrica: siembra por estria en of tube con medio de cultivo inclinado.
+ Medio de cuitivo: GLUCOSA-EXTRACTO DE LEVADURA-PEPTONA-AGAR 2%
20 gr. Glucesa
5§ gr. Extracto de levadura

o PALA DE opey

1 1. Agua destitada,
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1.3. IDENTIFICACION DE LOS GENEROS LAVADURIFORMES AISLADOS: A traves de la observacin
de los diferentes caracteres moifologicos, frsioldgicos, de cultivo y de & reproduccién sexual.

1.3.A. Caracteristicas morfoldgicas.

a) Céluta vegetativa,
-Morfologia de 1a célula vepetativa: inoculacitn  directa a GLUCOSA-EXTRACTO DE LEVADURA.
PEPTONA -AGAR (GELPA) Y GLUCDSA-EXTRACTO DE LEVADURA—PEPTONA-L!QU!DO‘(GELPL) y
posterior obsetvacion de las colonias mediante preparacion en (resco con KOMy A, DE L.
-Formacion de seudomicelio y micelio: Inocutacidn de AGAR HARINA DE MAIZ (AHM). preparado
comercialmente, usado en a técnica de Dalmau,
+Técnica de Dalmau; Se preparan cajas de Petri con AHM. deben de ser preparaciones miy teigadas y
que permitan &l paso de luz a través de elias.

A parle se esterilizan cubreobjetos, pinzas para manejarios. Las cajas de Petri conteniendo el

agar se inoculan por estria muy separada colocando sobre cada medio de cultive y encima de 12 estria, une
o dos cubreabletos. Luego de incubar, se cbservan fas cajas de Petri ya crecidas bajo 2 {upa del

-Formacién de Clamidosporas; Obsefvacion de preparaciones en fresco con KOH y Azui de Laciofenal
micolégicos, provenientes de cultivos envejeciios crecidos sobre AHM.

~Formacién de Ballslosporas: Observacitn de una imagen especular en la tap2 de cajas de Petri donde ha
crecido una colonia tinica sobfe AHM.

-Presencia de Cdpsula: A partir de crecimientos en medios GELPA y GELPL de colonias de apariencia

mucoide, s& hacen preparaciones fiRs usando Tinta China como contraste para observar ka microscopio.

b) Reproduccidn vepetaliva: Se observa conjurtamerte con ta morfologia de la céiuta vegelaliva

haciendo preparaciones en fresco con KOH y Azut de | fenol micoldgicos de fas cok

sobre GELPA 0 GELPL.
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1.3.8. Caracteristicas de cutivo.
-Crecimiento en medio liquido: Observacién del crecimiento de 13 cepa en GELPL conlenido en pequerios
matraces Erenmeyer.

-Crecimiento en medio sdiido: Cbservackin del crecimiento de la colonia Unica crecida en GELPA.

1.3.C. Caracteristicas de la reproducciin sexual.

3) Ascos y Ascosporas: Obsarvaciéon al microscopio de preparaciones (ijas lefidas con 13 téenica
de Schaeffer Fulton (dcido alcohol resistente) modificada para hongos a partie de colofias crecidas sobre
trazos de zanahora. papa y bloques de gis previamente eslerilizades y contenidos en tubos.

b} Tewosporas: Observacitn de preparaciones con KOH y Azul de Lactofenol micoldyicos
provenientes de colonias crecidas scbre AHM,

1.3.0. Caracteristicas fisi0ogicas.

a) Utidizacion de compuestos de carbono.
~Utiizaciin fermentativa: Inocutacion de medios libres ce carbohidratos provenientes de otra fuente que no
sea 13 elegica para ia prueba ¥ su postenor observacion luego de incubar, buscando el viraje del color del
indicador como presencia de fermertacidn. Se wutdizaron los siguentes carbohdralos: GLUCQSA.
GALACTOSA, SACAROSA. MALTOSA Y LACTOSA en medios conteniendo pepiona, agua destitada y &l
INCICI00F 25tenizacos con Mictopore.

b) Utiizacdn de compuestos de nitrégeno.
-Utizaciin  de ntratos: Observacion de crecimento en medios liquidos (tubos de ensayo) conteniendo
KNO; y ghucasa como Gnica fuente de carbohidralos.

¢) Crecimaento a altas temperaturas. . AR . {_\ F‘_ 7\3
-Crecimiento 3 37 Tcﬁtﬁ:% %mmduéﬁubos‘- Eoriehendo AGAR EXTRAGTO DE

LEVADURA ncutades a 37 °C.
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d) Produccion de CAE (Compuestos Amiloides Extracelulares). Se hace vaciando Lugol de Gram
medificado sobre las colonias Unicas crecidas sobre GELPA acidificado. La prueba es positiva cuando
aparece colorackén morada que pone de manifiesto la presencia de CAE.

e) Hidrél .is de urea.
Inoculacion de tubos conteniendo AGAR UREA DE CHRISTENSEN bactenoibgico y observando
e cambio te color después de i incubacion.
f) Produccidn de ésteres,
En las colonias crecidas sobre Geipa se busca #f olor caracterisiico a éster.
g} Formacidn de pigmentos.

Observacion de las colonias pigmentadas crecidas en GELPL y GELPA,
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ARTROSPORA: Espora resufianie de ia fragmentacion de una hifa,

ASCO: Estructura sacciforme que por lo general contiene un determinado nimero de ascosporas.
las cuales se forman como resultado de cariogamia y meiosis. Se trata de un rasgo caracteristico de la
subdivisién Ascomycatina.

ASCOSPORA: Espora que resulta de la meiosis y es lievada dentro de un asco.

BALISTOSPORA: Espora que una vez formada es descargada violentamente a panlir de fa
estructura gue i ofigind.

BASIDIOSPORA: Espora resultante de cariogamia y meiosis llevada sobie una estructura kamada
basidio. Basidio y basidiosporas son tipicos de fa subdivision Basidiomycotina.

BLASTOSPORA: Espora que resulta de ia gemacion.

CAPSULA: Estructura extracelular que consiste en material amiloide que recubre a ia célula,

CARIOGAMIA: Fusin de dos nucieos.

CLAMIDOSPORA: Céluia hifal encerrada por una pared gruesa, una vez desamoliada. se separa
de ta hifa madre y se comporta como espora de resistencia.

COMPATIBILIDAD SEXUAL: Témino que se di a la necesidad de encontrar en una misma

especie, individuos cuyos nlicleos sean compatibles para llevar a cabo fa reproduccién sexual., Existen

Py Aril

cepas gue son eslas Ulimas requieren de ta presenciz de otra compatible

ycepas al
con ¢ fin de aparearse. La compatibilidad sexual es reguiada genéticamente.

COPULACION GAMETANGIAL: Uno de ios tipos de produccidn sexual de los hongos; consiste
en (3 fusion de todo ei contenido de los dos gametangios en contacio.

DICARIOTICO: Se refiere a a célula que presenta un par de nicleos estrechamente asociados,
cada uno derivado de células madres diferentes.

DIPLOFASE: Etapa del ciclo bioldgico donde un indviduo tine el numero doble (2n) de
CrOMmosomas.

ESTERIGMA: Una pequefia rama o estruciura hifal que sosbene un esporangio, un conidio 0 una
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ESPORA: Pequefia unidad de propagacén producida por los hongos y que les sive para dar
nuevos indviduos. Existen aiferentes tipos de esporas.

FIBULA: Conexion hifal a manera de puente; es una caraclteristica del micelio de muchos
basidiomicetos. '

FISION: Dmsion de una céiuta en dos por & crecimienta centripeto de la pared ceiuiar, Una forma

de reproduccidn asexual.

GAMETANGIOS: Estructuras que contienen 13s ¢ los hay femeninos y knes. En las
levaduras [a céiula completa pasa a serlo.

GEMACION: Proceso de formacion de una pequena yema a partir de una céhda, dicha yema
crecera hasta formar una céiuld totaimente independiente que puede 0 NO permanecer unida a3 la célula
madre, Una de las formas de fa reproduccidn asexual.

HAPOFLASE: Etapa del ciclo bioldgico donde se presentan individuos haploides que contienen ef
numero reducido (n) de cromosomas,

HETEROTALICO: Se refiere 3 una especie constiuida por indviduos autoestéries
(autoncompatibles), que para fa reproduccion sexuai requiere de dos lipos diferentes de micelio que sean
compatibles,

HIFA: Unidad estructural de los hongos: se trata de una estructura tubular, Vanas hifas forman et

HOMOTALICO: Se refiere a los hongos para cuya reproduccion sexual basta de un soio miceiio
que es por tanto. autocompatibie,

MICELIO: Masa de hifas que constituye ef cuerpo de un hongo. También se le ilama talo,

PLASMOGAMIA: Fusion de dos prolopiastos.

SEUDOMICELIO: Serie de células adheridas por jos extremos formando una cadena, Se produce

sdlo en las levaduras.
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TELIOSPORA O TELEUTOSPORA: Espora de reswslancia de pared gruesa propia de alounos
Heterobasidiomycetes: en esla esiructura se realza a canogamia y se considera parte del aparato basidial.
Cada lefiospora se ofigina en los lelios que son céluias binucleadas.

Z1GOTO: Célula diploide resultante de & union de dos células haploides.



LISTA DE NOMBRES DE LA MUESTRAS DE MATERIAS PRIMAS Y FORRAJES.

1.« Porcifaling

2.- Iniciarina

3.- Jamonina

4.- Cria Leche 16%
§.- Lecharina 16%
6.- Sorgo mofido
7.- Sofgo molido
8.- Lechonina

9.- Crecentina

10.- Engordina

11.- Pasta de soya

12, Sorgo molido

13.- Cartarina

14.-Salvado de maiz

15.- Salvado de trigo

16.- Pasta de soya

17.- BCL-M (Base ciia de leche)

18.-BPE| (Base para engorda inicial)

19.- Girasol

20.- BPEF {Base para engorda final)
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21.- Gluten de maiz

22.- BCC (Base crla cerdos)

23.- BPI (Base para engocda inicial
24.- BGL 16% (Base ganado lechero)
25 .- Levadura de cerveza desecada
26.- Sorgo molido

27 .- Finalizador de cerdos

28.- Pasta de soya

29.- Salvado de lrigo

30.- BP! (Base para engorda iniclal)

31 .- Gitten de maiz

32.- Finalizador de poflos

33.. Harina de pescado

34.- Pastade soya

35.- Finalizador de cerdos

36.- Gluten de malz

37.- Salvada de trigo

38.- Pasta de girasol -

39.- Pasta dg soya

40.- Levadug de cerveza desecada

41.- Gluten de maiz

42.- Harina de pescade

43.- Cascara de malta

44.- Marina de alfalfa
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45.- Soya inlegral
45.- Gluten de sorgo
47.- Pasta de girasol
48.- Saivado de trigo
4. Pasta de soya

$0.- Salvado de malz
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