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bioquimico y taxondmico.

Investigador principal: Rubén Dario Torrenegra G.
Otros Investigadores en el Proyecto: Ludis Samira Rueda Blanco.

Grupo de Investigacion: Grupo de investigacion en Fitoquimica y Biotransformacion de la
Pontificia Universidad Javeriana.

Facultad: Facultad de Ciencias.

Departamento: Departamento de Quimica.

1. OBJETIVOS Y LOGROS
Indique cudles fueron los objetivos de la investigacion y que tanto se lograron.

1.1 Objetivos

El objetivo principal de este proyecto consistio en obtener los perfiles de acidos grasos de
once cepas de Aspergillus sp aisladas de suelo del paramo de Guasca (Cundinamarca) y
diferenciar sobre esta base bioquimica su taxonomia.

Los objetivos especificos que se desarrollaron fueron los siguientes:

Activacion de once cepas nativas de Aspergillus spp, obtenidas de la coleccion de hongos
del Paramo de Guasca, del Grupo de Investigacion en Biotransformacion de la Universidad
Javeriana (GIBUJ).

Identificacion y preservacion de las especies de Aspergillus spp codificados asi: SPG 5,
SPG 7, SPG 17, SPG 62, SPG 13, SPG 26, SPG 40, SPG 19, SPG 32, EK 5y EB 19.4.
Obtencidon bajo condiciones de cultivo estables, biomasa fungica para la extraccion y
purificacion de ésteres metilicos de acidos grasos.

Andlisis de los perfiles de acidos grasos por Cromatografia de Gases y comparacion
cualitativa entre las especies identificadas, sobre esta base bioquimica.

1.2 Logros
Mediante el uso de claves taxondmicas y las observaciones realizadas, tanto
macroscopicamente como microscopicamente de cada una de las cepas permitieron dar una

aproximacion a la identificacion, sobre la base morfologica de las especies estudiadas.

Se aplicaron los métodos de conservacion en suelo estéril, agua destilada y aceite mineral
para cada una de las cepas, evaluando la viabilidad en cada uno de los métodos, asegurando



asi, la coleccion de hongos aislados del paramo de Guasca del Grupo de investigacion
(GIBUY)).

Se realizaron los analisis cromatograficos de cada una de las cepas y se identificaron seis
tipos de 4cidos grasos, mediante el uso de patrones estdndar y 16 por sus tiempos de
retencion.

En el andlisis de los perfiles de 4cidos grasos se obtuvieron diferencias y similitudes entre
las especies analizadas corroborando la utilidad de los resultados

2. METODOLOGIA
¢ Qué metodologia se empleo?, ;Se ajusta a lo propuesto?

La metodologia empleada en la identificacion de las cepas analizadas, se basd en las
técnicas de identificacion morfologica tradicional, mediante el uso de diferentes claves
taxonomicas para el género Aspergillus como Raper & Fennell (1965), Samson & Pitt
(1990) y Samson & Hoekstra (2000) ayudado de técnicas micrométricas para la medicion
de estructuras tipicas diferenciales en el género.

Los aspectos que se tuvieron en cuenta para la identificacion de las especies, a nivel
macroscopico fueron: el color, aspecto, textura, produccion de exudados, pigmentos y
crecimiento radial de las colonias en diferentes medios de cultivo: agar papa dextrosa, Malta
y Czapeck.

Para el analisis microscopico se tomaron fotografias en 10x, 40x y 100x de las estructuras
tipicas de Aspergillus con azul de lactofenol; para luego realizar las mediciones y
descripciones de cada especie, teniendo en cuenta, la disposicion y dimension del
conidioforo, color, forma y textura de las esporas, presencia o ausencia de células en forma
de nuez.

La metodologia empleada en la obtencion de los perfiles de &cidos grasos se basd en la
técnica de Sthall (1996); con algunas modificaciones debido a los recursos fisicos
disponibles:

Se realizaron cultivos liquidos de cada una de las once cepas, en caldo papa sacarosa por
triplicado (200 ml - 400 ml), durante 6 dias a 150 rpm con una temperatura promedio de 23
a 25°C, con el fin de recuperar por filtracion al vacio, 2 gramos de biomasa fungica.

La extraccion lipidica se realizd por maceracion del micelio obtenido, tanto para las
muestras en peso humedo como en peso seco, con cloroformo — hexano 3:1 y
posteriormente sometidas a saponificacion, en un sistema Quifick en calentamiento con
NaOH al 15% en MeOH al 50%; seguido por la esterificacion de los 4acidos grasos liberados,
con la adicion de una solucién al 54% de HCI 6N en MeOH.

Los ésteres metilicos de acidos grasos se recuperaron en éter-metil-terbutilico, y se
analizaron en un cromatografo de gases acoplado a un instrumento VARIANTLI, en una
columna de 30 m x 0.3 mm con un detector de ionizacion de llama (FID).

Los 4cidos grasos fueron identificados con base a sus tiempos de retencion relativos,
comparados con los patrones estandar disponibles; aplicando un tiempo de corrida de 35
minutos por muestra, con una temperatura inicial de 40°C y una final de 220 °C, en el
inyector 250°C y en el detector 280°C.



3. RESULTADOS
Discuta los resultados en términos de que aportes nuevos hacen al conocimiento, a la
solucion del problema planteado y a la pregunta de la investigacion.

Los resultados obtenidos tanto de las identificaciones por claves taxondémicas como las
obtenidas en los analisis de los perfiles de acidos grasos, permitieron aclarar dudas acerca de
si estos métodos empleados actualmente para la identificacion y diferenciacion de hongos
eran utiles en los estudios taxondmicos y filogenéticos o si realmente contribuian de alguna
forma en otras aplicaciones a nivel clinico, fitopatologico, biodeterioro, biotecnologia y
estudios ambientales.

Mediante en uso de las claves taxondmicas y teniendo en cuenta las caracteristicas
morfologicas observadas para el género Aspergillus se identificaron las especies descritas en
la Tabla 1 y en el Anexo 1.

Cepas de Aspergillus Identificadas

N° Especie Cédigo_
1 A. fumigatus SPG 5
2 A. tamarii SPG 13
3 A. versicolor EK 5
4 A. fumigatus SPG 17
5 A. ochraceus SPG 62
6 A terreus SPG 26
7 A. niger SPG 7
8 A. flavus SPG 32
9 A. nidulans SPG 19
10 A. niger EB 194
11 A. oryzae SPG 40

Tabla 1. Identificacion por claves taxonomicas. SPG (Suelo Paramo de Guasca), EB (Espeletia
barclayana), EK (Espeletia killipi).

Ademas, se realizaron observaciones de los cultivos liquidos, de cada una de las cepas con
el fin de distinguir aspectos relevantes que ayudaran a la identificacion de las especies. Se
determind que la formacion de pellets, variaba entre 1 y 7 mm de diametro con superficies
lisas en general y algunas de aspecto filamento; presentando colores variables desde tonos
negros, amarillos y verdes a medida que esporulaban. La mayor recuperacion de biomasa se
obtuvo de A. niger (SPG 7) y A. versicolor (EK 5) con un total de 38.7 g y 27.3¢g
respectivamente en 400 ml de caldo papa sacarosa.

Los datos se relacionan en la Tabla 2 (Anexo 2).

Se analizaron y se compararon los lipidos totales de 5 especies. Como resultado se obtuvo
que el promedio extraible era de 0.02 g para las cepas analizadas.
Los valores se describen en la Tabla 3 (Anexo 3).



La extraccion de acidos grasos se realizd con la biomasa fungica en peso humedo para el
total de las especies, sin embargo se hicieron extracciones de 4 cepas en peso seco, con el
fin de observar las diferencias. El andlisis demostrd que el porcentaje de recuperacion de
acidos grasos en peso humedo era del 44% y en peso seco del 56%.

Los datos se describen en la Tabla 4 (Anexo 3).

ANALISIS _ METODO
otal de acidos grasos separados* Ps | Ph ] Total
A. flavus 8 5
SPG 19 A. nidulans 8 9
EB 19,4 A. niger 4 3
SPG 40 A. oryzae 8 5
otal de a.g X metodo 20 22 50
% de a.g recuperado x método 56% 44% 100%

Tabla 5. Porcentaje de &cidos grasos recuperados por método Ps (peso seco) Ph (Peso
hiimedo).

Con base en los datos obtenidos en la Tabla 6 (Anexo 4) donde se describen los acidos
grasos identificados, tiempos de retencion y porcentajes relativos de cada una de las
especies; se determinaron los porcentajes de incidencia tanto de los 4cidos grasos en el total
de las cepas, como la incidencia de los acidos grasos por especie; a fin de establecer tanto
el tipo de acido graso mas frecuente en el total de las cepas, como la especie con el mayor
nimero de &cidos grasos identificados y el % relativo de acidos grasos predominante en el
total de las cepas.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:



Analisis de acidos grasos por especie

N° Especie Cédigo N° Age %Iage_
1 A. tamarii SPG 13 11 14,8
2 A. fumigatus SPG 5 10 13,5
3 A. nidulans SPG 19 9 12,1
4 A terreus SPG 26 9 12,1
5 A. ochraceus SPG 62 8 10,8
6 A versicolor EK 5 5 6,7
7 A. fumigatus SPG 17 5 6,7
8 A. flavus SPG 32 5 6,7
9 A. oryzae SPG 40 5 6,7
10 A. niger SPG 7 4 5,4
_1 A. niger EB 19,4 3 4
Total 74 99,5

Tabla 7. N° Age: Total de acidos grasos en cada especie.
%Ilage: Porcentaje de incidencia con respecto al numero de acidos grasos por especie, en
relacion con el numero total de acidos grasos obtenidos.

En la tabla Tabla 7 se observa que A. tamarii (SPG 13) es la cepa con mayor nimero de
acidos grasos identificados, representando el 14.8%, seguido de A. fumigatus (SPG 5) con
el 13.5 %, A. nidulans (SPG 19) y A. terreus (SPG 26) con el 12.1%.

En la Tabla 8 y 9 (Anexo 5) se calcularon los porcentajes de incidencia tanto de los acidos
grasos identificados como de los porcentajes relativos obtenidos bajo las condiciones y
pardmetros establecidos en las cepas analizadas.

El 4cido graso con mayor incidencia fue el Ol€ico con un porcentaje del 13.5%, seguido de
Palmitico con un 9.4%, Behénico, 20.56, 27.89, 28.85 y Araquidico con un 6.7% y
Estearico y Linoléico con un 5.4 %; el resto representan valores < 4%.

El 4cido graso con el mayor porcentaje relativo presente en las once cepas analizadas fue el
acido Oléico con un 29.4%, seguido del 20.56 con un 12.9%, luego el Linoléico con
10.9%, Palmitico con 7.7% y 28.85 con el 7.5%, el resto representan valores < 7%.

4. DISCUSION DE RESULTADOS

Discuta los resultados a la luz de los siguientes aspectos: Concordancia de los resultados
con lo esperado 'y con los hallazgos previos a la literatura. Si hay divergencia con los
hallazgos previos en la literatura, discuta y explique.

La taxonomia fungica es dindmica y progresiva, variando de un autor a otro; de alli que la
clave de una buena identificacion morfologica radica principalmente en el material
bibliografico empleado para dicha identificacion.

Las caracteristicas de las especies coincidieron con lo descrito por Samson & Hoekstra
(2000), para las secciones Circumdanti (A. flavus, A. niger, A. tamarii, A. ochraceus 'y A.
oryzae), Fumigati (A. fumigatus) y Nidulantes (A. nidulans, A. versicolor, A. terreus).



La estabilidad de las cepas permiti6 que la identificacion fuera mas confiable ya que
algunos géneros y especies son mas sensibles a variaciones por factores medioambientales;
caracteristica que coincide con lo expuesto por Smith (1963) al considerar dentro del género
especies verdaderas con morfologias definidas y poco variables. En contraste, se determin6
que la cepa SPG 19 - A. nidulans es susceptible a cambios pleomorficos ya que se evidencid
en la formacién de estructuras atipicas de las especie y variacion en el aspecto
macroscopico, a pesar de trabajar con cepas obtenidas de cultivos madres y axénicos.

Las cepas de Aspergillus analizadas fueron obtenidas de Paramo por Chitiva & Cabrera
(2001) demostrando una vez mas, la ubicuidad de este género y su capacidad de crecer a
diferentes temperaturas sobre sustratos con diverso contenido de humedad.

La cantidad de lipidos totales obtenidos en las muestras analizadas no presentaron
variaciones significativas, lo que demuestra que el método de extraccion es reproducible
bajo las condiciones utilizadas.

Los acidos grasos que se obtienen a partir de una muestra en peso seco y peso himedo son
considerables, ya que se pueden extraer diferentes acidos grasos y en diferente porcentaje,
aunque las condiciones de cultivo sean las mismas para ambas muestras.

Por esta razon los resultados de los analisis de 4cidos grasos tienden a ser especificos en
relacion a las condiciones establecidas, tanto del cultivo, como del método de extraccion y
de la cromatografia. Valcarcel (1988).

Con base en los resultados obtenidos en el andlisis estadistico de los acidos grasos
identificados, se observd que el acido Oléico es representativo en todas las cepas, siendo su
porcentaje relativo es el mas alto, a excepcion la especie ferreus que no present6 este acido
graso. Caracteristica que la diferencia de las demas especies analizadas.

El acido graso con tr: 20.56, presentd un porcentaje relativo alto, y una incidencia media que
sugiere su importancia dentro de este género, en especial en las especies de A. fumigatus
(SPG 5), A versicolor (EKS), A flavus (SPG 32), A. nidulans (SPG 19) y A. oryzae (SPG
40).

El acido Palmitico incidié en la mayoria de las especies menos en las cepas de A. tamarii
(SPG 13), A ochraceus (SPG 62), A.flavus (SPG 32), A. oryzae (SPG 40) pertenecientes a la
seccion Circumdati y A. terreus (SPG 26) de la seccion Nidulantes. Samson & H. (2000).

El 4cido Behénico aunque presentd una incidencia del 8.1 % reporté un bajo porcentaje
relativo en las especies que lo presentaron: A.tamarii (SPG 13), A versicolor (EK 5), A.
ochraceus (SPG 62), A. terreus (SPG 26), A. flavus (SPG 32) y A. oryzae (SPG 40).

El 4cido Linoleico se hallé con un porcentaje relativo alto (10.9%), pero una incidencia baja
para el total de especies. Solo lo presentan en mayor proporcion A. fumigatus (SPG 17), A.
ochraceus (SPG 62), A niger (SPG 7) y A. niger (EB 19.4).

Las cepas SPG 5 y SPG 17 se identificaron como pertenecientes a la especie fumigatus con
algunas diferencias, tanto en el contenido de acidos grasos, como en las caracteristicas
microscopicas. En cuanto al contenido de acidos grasos, las cepas coincidieron en tipo y %
relativo aproximado en los 4cidos Palmitico, Estearico, Oleico, Linoléico y Araquidico y se
diferenciaron, debido a que la cepa SPG 5 presentd un acido con tr: 18.1 /2.35% y 4 écidos
mas con tiempos de retencion de 25 a 28; con porcentajes del 3 al 7%.



Aunque las cepas SPG 7 y EB 19.4 se identificaron como pertenecientes a la especie niger
presentaron diferencias a nivel microscopico; sobre todo la cepa SPG 7 que es muy similar a
la especie tamarii, sin embargo el analisis de acidos grasos corrobord que pertenece a la
especie niger, ya que se identifico la presencia de los mismos acidos grasos y sus
porcentajes relativos fueron similares; excepto por la presencia de acido Estedrico en la cepa
SPG 7 con un 9.8%.

Sobre esta base bioquimica se pueden establecer diferencias especificas y generales entre las
especies analizadas, esto conlleva a buscar las posibles relaciones filogenéticas y
taxonémicas con ayuda de las claves morfoldgicas convencionales complementado con
estudios de metabolitos secundarios y técnicas moleculares entre otros.

Sin duda alguna los esfuerzos por identificar especies fingicas son valiosos pero a la vez
dispendiosos; ya que requieren de la implementacion de bases de datos que disminuyan el
margen de error en las identificaciones realizadas. Guarro (1999).

5. CONCLUSIONES
Resuma las conclusiones derivadas de los hallazgos de esta investigacion

Las cepas SPG 5 y SPG 17 coinciden con las claves taxonémicas con A. fumigatus, SPG 13
con A. tamarii, EK 5 con A. versicolor, SPG 62 con A. ochraceus, SPG 26 con A. terreus,
SPG 32 con A. flavus, SPG 19 con A. nidulans, SPG 7y EB 19.4 con A. niger y SPG 40 con
A. oryzae.

El promedio de lipidos totales extraibles con cloroformo — hexano 3: 1, de 2 g de biomasa
fungica de Aspergillus spp es de 0.02 g.

La recuperacion en ¢l numero de acidos grasos mediante la extraccidn por peso seco es
mayor que en peso himedo, aunque los porcentajes relativos pueden variar.

El 4cido graso con mayor porcentaje de incidencia y porcentaje relativo fue el Oléico con
un 13.5% y un 29.4% respectivamente en las once cepas analizadas.

El acido Palmitico no esta presente en A. tamarii (SPG 13), A ochraceus (SPG 62), A.flavus
(SPG 32), A. oryzae (SPG 40) y A. terreus (SPG 26).

La cepa SPG 26 identificada como A. terreus no presentd acido Oléico, predominante en el
género, tampoco presentd acido Palmitico pero si Behénico y 7 acidos grasos mas presentes
en el resto de las cepas; como acidos especificos presentd tr: 20.86 con un 1.87 % relativo
y tr: 28.04 con un 14.1 % relativo.

Las cepas que presentaron acidos grasos especificos ademas de 4. ferreus fueron A.
Sfumigatus SPG 5 (tr: 27.5 / 6.56%) y A. tamarii SPG 13 (tr: 25.95/ 0.59 % y tr: 27.68 /
11.35%).



Se corrobord mediante el andlisis de acidos grasos que las cepas SPG 5y SPG 17 pertenecen
a la especie fumigatus por sus similitudes, pero también se obtuvieron diferencias que hacen
especificas las caracteristicas entre una cepa y otra.

Se corrobor6 que la cepa SPG 7 y EB 19.4 pertenecen a la especie niger, al comparar la
presencia de los mismos acidos grasos y porcentajes relativos similares; excepto por el acido
Estearico especifico en la cepa SPG 7 con un 9.8%.

Los resultados de los analisis de acidos grasos son especificos, en relacion a las condiciones
establecidas en el cultivo, método de extraccion y cromatografia.

La identificacion de hongos por andlisis de acidos grasos es una herramienta que permite
diferenciarlos sobre esta base y establecer relaciones taxondmicas.

6. APLICACION DE RESULTADOS
Indique si los resultados tendrian alguna posible aplicacion.

Aunque existe un especial interés por el estudio de la micro- biodiversidad, en diferentes
ambientes; a veces se agotan esfuerzos en los aislamientos de dichos microorganismos y
algunos, lastimosamente, se quedan en la mitad del camino debido a la falta de
conocimiento taxonoémico, al manejo y a la conservacion de las especies aisladas.

La identificacion de hongos y bacterias por analisis de acidos grasos se ha utilizado como
una herramienta bioquimica (marcador) que permite diferenciarlos sobre esta base, y
permite ademas, establecer relaciones taxondémicas y metabdlicas; dadas por sus
interacciones medioambientales. También se han utilizado como indicadores, de la presencia
o abundancia relativa de comunidades microbianas; como las que intervienen en la
mineralizacion de suelos, ambientes marinos, compostaje, entre otros. Shiosaki (2001),
Romano (2000), Rajendran (1994), Frostegard (1993).

Los resultados obtenidos se aplican no solo al estudio taxondmico del género Aspergillus
sino que permiten ser implementados en todo tipo de hongos.

Ademas, el andlisis de acidos grasos tiene la ventaja de ser un proceso de bajo costo y la
identificacion requiere de un menor tiempo; si se compara con técnicas de DNA, esto abre la
posibilidad que sobre esta técnica se amplien las bases de datos de hongos identificados en
diferentes ambientes en un menor tiempo posible.

7. IMPACTOS
Indique si considera que los resultados podrian tener algun impacto sobre politicas.

El impacto de este trabajo se refleja en el interés que hay sobre el conocimiento,
conservacion y uso de la biodiversidad. Enmarcado en los compromisos adquiridos por
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Colombia en el marco del Convenio sobre Diversidad Biologica de las Naciones Unidas
(Ley 165 de 1994), al igual que dentro del desarrollo de la Politica Nacional de
Biodiversidad abanderado por el Instituto Alexander von Humbolt.

8. PLANES DE DIVULGACION Y SOCIALIZACION
Teniendo en cuenta lo comprometido en la propuesta, cudles son sus planes de divulgacion.

Con base en los resultados obtenidos se elaboraran dos articulos, uno donde se describan las
cepas identificadas morfologicamente; como una contribucion en la identificacion de
especies nativas de Paramo Colombiano y otro donde se describa el resultado de la
identificacion de acidos grasos y su utilidad como marcador bioquimico en la taxonomia de
hongos. Estos escritos seran publicados en revistas indexadas y expuestos en Congresos de
Microbiolégia y Quimica con el apoyo del Grupo de Investigacion.
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