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RESUMEN

TITULO: Aislamiento y caracterizacion de actinobacterias provenientes del
compost de residuos de produccion de café organico*

AUTORES: Adriana Carolina Pefia Gamboa**

PALABRAS CLAVES: Actinobacterias, biomasa residual agricola, compost, café
organico.

El phylum Actinobacteria, es un grupo de procariotas que juega un papel importante en la
sostenibilidad de sistemas naturales y agricolas, ya que producen mas de 7000 metabolitos entre
los que se pueden discriminar antibioticos, agentes antitumorales e inmunosupresores y enzimas.
En el presente trabajo se aislaron e identificaron morfol6gica y molecularmente las actinobacterias
cultivables presentes en el compost de la biomasa residual agricola (BRA) asociada a un cultivo de
café organico en la Mesa de Los Santos, Santander. Las actinobacterias se aislaron mediante
diluciones seriadas y resiembras en medios solidos (agar Czapek-Dox y agar Czapek-Dox-Extracto
de Levadura-Casaminoacidos). Se determind la identidad de estos aislados mediante el uso
combinado de caracteristicas morfolégicas y analisis moleculares basados en la secuenciacion del
gen 16S ARNr por medio de la técnica de amplificacion por reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR). Fueron identificadas 14 cepas de actinobacterias distribuidas en 6 géneros Micrococcus,
Streptomyces, Nocardiopsis, Microbacterium, Cellulomonas y Arthrobacter, siendo el primero de
ellos el mas frecuente en el compost de la BRA del café. Adicionalmente, se evidenci6 la presencia
de 3 géneros Microbacterium, Cellulomonas y Nocardiopsis, no reportados previamente en
estudios de compost a partir de la BRA del café. La variedad de actinobacterias identificadas
evidencian la diversidad de estos microorganismos en el compost a partir de la BRA en fincas de
produccion organica de café, y debe representar una fuente excelente para el descubrimiento de
nuevos microorganismos productores de compuestos bioactivos y de biocombustibles como
metano e hidrégeno,

*Trabajo de grado modalidad Pasantia de Investigacion.

**Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, Director: Jorge Hernandez Torres,
Doctor en ciencias y Co-Tutora: Oriana Danuta Serna Daza, Bi6loga.
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ABSTRACT

TITLE: Isolation and characterization of actinobacteria from compost of residues in
organically grown coffee crops*

AUTHORS: Adriana Carolina Pefia Gamboa**

KEY WORDS: Actinobacteria, agricultural waste biomass, compost, organic
coffee.

The phylum Actinobacteria is a group of prokaryotes that plays an important role in the sustainability
of natural and agricultural systems. They produce more than 7000 metabolites including antibiotics
that could be discriminated as antitumor enzymes and immunosuppressive agents. In the present
work, a number of actinobacteria were isolated and identified by morphological and molecular
methods. The strains were sampled from compost of Agricultural Residue Biomass (ARB)
associated with an organic coffee crop at Mesa de Los Santos, Santander. Actinobacteria were
purified by serial dilutions and growing on solid media (Czapek-Dox and Czapek-Dox-Yeast Extract-
Casaminoacids agar). Taxonomic identification was achieved using a combination of morphological
and molecular analysis based on 16S rRNA sequencing. We were able to identify 14 strains
represented by 6 genera (Micrococcus, Streptomyces, Nocardiopsis, Microbacterium, Cellulomonas
and Arthrobacter). According to the scientific literature, Micrococcus was the most frequent genus in
compost from coffee ARB. Contrarily to previous reports, Microbacterium, Cellulomonas and
Nocardiopsis were found for the first time in this kind of compost. The diversity of actinobacteria
was higher than other works. The isolated strains represent an excellent opportunity to discover
new microbial bioactive compounds, and biofuels as methane and hydrogen.

* Degree work, Research Internship.

** Science faculty, Department of Biology. Director: Jorge Hernandez Torres,
Doctor of Science and Co-Tutor: Oriana Danuta Serna Daza, Biologist.
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INTRODUCCION

La biomasa residual agricola (BRA), esta compuesta entre 60% y 75% por
residuos agricolas de cosecha (RAC) y entre 25% y 40% de residuos
agroindustriales (RAI) (Minminas, 2011).

Se reportd que los cultivos existentes para 2011 generaron cerca de 72.000.000
Ton de BRA, con un potencial energético de 331.646 TJ/afio (Minminas, 2011).
Debido al alto potencial energético de la BRA, las investigaciones se han enfocado
en la disposicion de este recurso para la obtencion de energias renovables como
biogas (principalmente metano), biocombustibles liquidos de primera y segunda
generacion (bioetanol, biodiesel y biobutanol), y biocombustibles sélidos (carbén
vegetal, astillas, aserrin, pellets y briquetas) (Cerda, 2012; Lomas et al., 2001;
McKendry, 2002; Minminas, 2011; Serrano & Luque, 2011).

En relacion con los principales cultivos nacionales, el cultivo de café representa
solo el 7% de la BRA, pero ostenta uno de los mayores potenciales energéticos
49.107 TJ/afo (Minminas, 2011), debido a que en el 2011, fue el cultivo con mayor
area de siembra con 712.387 Ha. reportadas (MADR, 2012). La BRA de café
también es aprovechada para la produccién de abono organico (compost),
mediante descomposicion aerobia (Adams & Frostick, 2007); la pulpa de café tiene
caracteristicas adecuadas para el proceso de compostaje por su gran contenido
de azucares, relacion carbono/nitrégeno (25-30:1) y un tamafio de particula
apropiado. Por ello, el proceso de compostaje a partir de este sustrato se ha
generalizado como alternativa para el manejo de estos residuos (Pierre et al.,
2009).
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En la transformacion de materia organica y moléculas recalcitrantes (gj., celulosa,
lignina y quitina) participan diferentes grupos de microorganismos en su mayoria
bacterias del phylum Actinobacteria (Goodfellow & Williams, 1983); las
actinobacterias son bacterias Gram positivas o Gram variables, que se
caracterizan por la produccion de compuestos con actividad bioldgica (Fenical &
Jensen, 2006).

La mayoria de los antibidticos utilizados actualmente son producidos por las
actinobacterias, como la estreptomicina, la tetraciclina, el cloranfenicol y la
eritromicina, que son obtenidos a partir de diferentes especies del género
Streptomyces (Challis & Hopwood, 2003; Magarvey et al., 2004; Fenical & Jensen,
2006). Existen estudios sobre la composicion microbioldégica del compost, que
incluyen métodos bioquimicos, morfolégicos y moleculares, entre los que se
destacan las actinobacterias (Adegunloye et al., 2007; Cruz et al., 2009; Rebollido
et al., 2008; Steger et al., 2007). La estructura y la dinamica de las comunidades
de actinobacterias han sido caracterizadas en compost a partir de la BRA del café,
bajo diferentes condiciones, encontrdndose géneros como Micrococcus,
Arthrobacter, Nocardia, Pseudonocardia, Sacchapolyspora y Streptomyces. Este
altimo puede estar presente en todas las fases del proceso de compostaje de la
pulpa de café (Blandon et al., 1998; Escobar et al., 2012; Escobar et al., 2013).
Actualmente, poco se conoce sobre el potencial de las actinobacterias para la

produccion de hidrogeno (Wirth et al., 2012).

En el presente trabajo se aislaron e identificaron morfoldgica y molecularmente las
actinobacterias presentes en el compost de la biomasa residual agricola (BRA)
asociada a un cultivo de café organico, mediante la descripcion de caracteres
macroscopicos, microscopicos y el analisis de secuencias parciales del gen 16S

ARNr. Se identificaron 14 cepas de actinobacterias pertenecientes a los géneros
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Microbacterium, Nocardiopsis, Corynebacterium, Micrococcus, Streptomyces,
Arthrobacter y Cellulomonas. Las cepas aisladas y caracterizadas seran
empleadas en la segunda fase de este proyecto para la evaluacion de su potencial

en la produccion de hidrégeno como biocombustible.

1. MATERIALES Y METODOS

1.1 Toma de muestras

La Hacienda ‘El Roble’ en el municipio de Los Santos (Santander), se distingue
por ser la plantacion de café organico bajo sombra mas grande de Colombia. En la
Hacienda, la BRA es utilizada para la produccién de abono organico o compost en
fase de descomposicion de cerca de 40 dias por pila (Figura 1A). La muestra de
compost utilizada para el aislamiento fue colectada en bolsas estériles de
polipropileno con cierre hermético y corresponde a 1 kg de compost de la dltima
pila del tratamiento de compostaje (Figura 1B). Las muestras fueron transportadas
a -4°C y procesadas en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Escuela de
Biologia (LBM — UIS PTG).
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Figura 1. Ubicacion del sitio de muestreo. A) Mapa con la ubicacion del sitio de
muestreo, Hacienda ‘El Roble’ Mesa de Los Santos - Santander (rombo verde). B)
Ultima pila del tratamiento de compostaje.

1.2 Aislamiento primario

Se homogenizaron 100 g de muestra con 900 ml de agua destilada estéril; el
producto filtrado se utilizé para la preparacién de diluciones seriadas en agua
destilada estéril, hasta 10®. Cada dilucién se sembré mediante diseminacién en
Agar Czapek-Dox (ACD) suplementado con 50 pg/mL de nistatina como
antifingico. Los cultivos fueron incubados en posicion invertida a temperatura
ambiente (~25 °C) por un periodo de 14 dias. Durante el periodo de incubacion se
realiz6 seguimiento a los cultivos, con registro de caracteres taxonomicos

relevantes y documentacion fotografica.
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1.3 Individualizacion de cepas de actinobacterias.

Seleccionadas las colonias a individualizar, se transfirieron a agar Czapek-Dox -
Extracto de levadura-Casaminoacidos (CYC) (Cross & Attwell, 1974) ajustado a
pH 7.0 y suplementado con 50 pug/mL de nistatina. Resiembras fueron realizadas

bajo las mismas condiciones hasta obtener cultivos axénicos.

1.4 Identificacion de actinobacterias

1.4.1 Identificacibn molecular de las actinobacterias aisladas

1.4.1.1 Extraccién de ADN total Partiendo de cultivos de cada cepa
aislada en medio Luria-Bertani (LB) se obtuvieron los extractos de ADN total
mediante el protocolo de Ausubel et al. (1992), después del lavado con
fenol/cloroformo/alcohol isoamil, se lavé con un volumen igual de cloroformo para
eliminar impurezas del ADN, el ADN fue resuspendido en 50 pL de TE-RNAsa
25mg/ml. Los extractos obtenidos fueron coloreados con Ez-Vision IlI® (Amresco,

Solon, Ohio, USA) y visualizados en geles 0.8% agarosa.

1.4.1.2 Amplificacién por PCR y secuenciacion del gen 16S ARNTr Se
amplificé parcialmente el gen 16S ARNr de las actinobacterias aisladas, mediante PCR
con los oligonucleétidos F243 - ACT1159R (Heuer et al., 1997; Blackwood et al., 2005),
EUB338F - ACT1159R (Guo et al., 2008; Blackwood et al., 2005) y 27F - 1492R (Acosta
et al., 2009); la mezcla de reaccién se hizo segun lo descrito por Revollo et al. (2012) con
modificaciones en la temperatura de hibridacion para cada juego de oligonucleétidos
(Tabla 1). Los amplificados obtenidos fueron purificados con el kit GeneJET PCR®
(Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) y secuenciados por Macrogen Inc.

(Corea) mediante electroforesis capilar.
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Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados en la amplificacién parcial del gen 16S
ARNTr.

~ Temperatura
Par | Oligonucleotidos Ta(ms)no Secuencias de oligonucleétidos de
p hibridizacion
1 EUB338F 891 5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCAGCAG-3 58 °C
ACT1159R 5-TCCGAGTTRACCCCGGC-3’
EUB 27F 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’
2 1465 58 °C
1492R 5-GGTTACCTTGTTACGACTTT-3'
3 243F 916 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' 60 °C
ACT1159R 5-TCCGAGTTRACCCCGGC-3’
1.4.1.3 Analisis de secuencias Con las secuencias obtenidas se

realizé captura de secuencias de referencia mediante busquedas de similares con
la aplicacion BlastN en la base de datos NCBI (National Center for Biotechnology
Information) y las secuencias de referencia del Manual de Bacteriologia
Sistemética de Bergey’s (Goodfellow et al., 2012). Para cada secuencia, se revisé
la presencia de quimeras usando el programa de analisis en linea Bellerophon
(Huber et al., 2004).

La atribucion de taxones a los genes 16S ARNr secuenciados se realiz6 mediante
andlisis de distancia genética entre las secuencias de referencia y las secuencias
de las actinobacterias aisladas. La determinacién taxondémica se asigné de
acuerdo con los porcentajes de identidad genética asi: secuencias con >95% de
identidad fueron asignadas a un género (Ludwig & Schleifer, 1994) y >97% para el
caso de especie (Stackebrandt & Goebel, 1994). La matriz se obtuvo mediante
alineamientos con el algoritmo Muscle (Robert, 2004) y el arbol de distancia se
construy0 por el método de Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987) con la
aplicacion MEGA V6 (Tamura et al., 2013).
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1.4.2 Caracterizacion morfolégica de los cultivos axénicos de
actinobacterias

1.4.2.1 Caracterizacion macroscopica Se realizo seguimiento
continuo de los aislados en agar CYC, registrandose caracteres como: morfologia
de la colonia, tipo y color del micelio aéreo, en caso de presentarse (Ramirez &
Coha, 2003; Otero, 2011; Goodfellow et al., 2012).

1.4.2.2. Caracterizacion microscépica La identificacion taxondmica
con base en caracteristicas microscopicas como presencia de esporas, presencia
y forma de filamentos y coloracion de Gram se realizé segun lo descrito en el
manual de sistematica bacterioldgica de Bergey’s (2012). Se evalud la presencia
de esporas mediante la tincion de Wirtz-Conklin con 0,1% verde de malaquita y
0,5% safranina (Schaeffer & Fulton, 1933). La presencia y forma del micelio se
obtuvo por incrustacion de laminillas estériles en el medio de cultivo, inclinadas en
angulo de 45° (Wang et al.,, 1999). Tras 14 dias de incubacion a temperatura
ambiente (~25 °C), se extrajeron las laminillas y se realiz6 el montaje con Violeta

de Genciana para su observacion.
1.5. Criopreservacion de cultivos
Los cultivos en medio liquido LB fueron criopreservados en 20% de glicerol de
acuerdo con el protocolo propuesto por Sambrook & Russell (2001) vy

almacenados por triplicado a - 20°C y - 70°C en el cepario del Laboratorio de
Biologia Molecular de la Escuela de Biologia (LBM — UIS PTG).
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2. RESULTADOS

A partir de una muestra de compost de BRA del cultivo de café organico, se
obtuvieron 20 aislados con variabilidad morfolégica denominados en adelante
cepas ACPG. La caracterizacion molecular y morfologica de las cepas aisladas
confirmd que el 100% pertenece al filo Actinobacteria. A continuacion, se describe
la asignacion taxondmica de las cepas y se detalla para cada género las

caracteristicas macroscoépicas y microscopicas de los aislados.

2.1. Identificacion molecular de los aislados de Actinobacteria

Inicialmente, de cada cepa se obtuvieron extractos de ADN total de alto peso
molecular >20 kb y en la mayoria de buena calidad (Figura 2). Las extracciones
presentaron un rendimiento promedio de ~35 ng/ul. Para complementar la

determinacion morfologica, se recurrié a técnicas de biologia molecular.

19



Figura 2. Electroforesis 0.8% agarosa con extractos de ADN total. Marcador
de peso molecular 1 Kb® [carril 1]. A) Extractos de las cepas ACPG 1-10 [carriles
2-11]. B) Extractos de las cepas ACPG 11-20 [carriles 2-11].

Para la identificacion molecular de los aislados bacterianos, se llevé a cabo la
amplificacion por PCR de las regiones hipervariables V3 - V6 del gen 16S ARNr
correspondientes a las posiciones 433-1043 (E. coli) usando diferentes parejas de
oligonucledtidos. De esta forma se generaron fragmentos que abarcaron entre 821
a 1465 pb (Figura 3). Los amplificados obtenidos fueron purificados vy
secuenciados por Macrogen Inc. (Corea) mediante electroforesis capilar con

secuenciador automatico ABI3730XL®.
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<1465

- 916
< 821

Figura 3. Electroforesis 1.2% agarosa con los productos de la amplificacion
parcial del gen 16S ARNr. Los productos fueron amplificados utilizando los
oligonucledtidos 27F - 1492R, 338F - 1159R y 243F - 1159R. Carril M1: Marcador
de peso molecular 100 pb Plus® (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA). Carriles 2 -15: ACPG 1, ACPG 2, ACPG 3, ACPG 4, ACPG 5, ACPG 6,
ACPG 7, ACPG 9, ACPG 10, ACPG 12, ACPG 13, ACPG 14, ACPG 17 y ACPG
20.

A partir de busquedas con la aplicacion BlastN en Genbank se realiz6 la
asignacion preliminar de taxones a las cepas aisladas. Se descargaron las
secuencias de referencia del Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey’s
(Tabla 2). La mayoria de las secuencias obtenidas mostraron porcentaje de
identidad >97% con los géneros: Micrococcus, Streptomyces, Nocardiopsis,
Microbacterium, Cellulomonas y Arthrobacter (Tabla 3). No obstante, las
secuencias de las cepas ACPG 9y 10 evidenciaron bajos porcentajes de identidad
(87 y 89% respectivamente); para estos casos se asigno el género mas proximo

(Cellulomonas).
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Tabla 2. Secuencias del

Bacteriologia Sistematica de Bergey'’s.

gen 16S ARNr sugeridas por el

Manual

Cepa Género Niimero de
acceso
ACPG 1 Micrococcus EU005372
ACPG 2 Streptomyces AB184574
ACPG 3 Micrococcus AJ536198
ACPG 4 Nocardiopsis X97883
ACPG 5 Nocardiopsis AF360734
ACPG 6 Microbacterium AB234028
ACPG 7 Micrococcus FJ214355
ACPG 9 Cellulomonas AB166887
ACPG 10 Cellulomonas AY884570
ACPG 12 Micrococcus DQ491453
ACPG 13 Arthrobacter AJ243421
ACPG 14 Streptomyces AJ621602
ACPG 17 Cellulomonas X83799
ACPG 20 Streptomyces AB249981

de

En el caso de las cepas ACPG 8, ACPG 11, ACPG 15, ACPG 16, ACPG 18y
ACPG 19, debido a la dificultad para obtener secuencias de buena calidad no fue

posible su identificacion molecular.

Posteriormente, se construyé un arbol de distancias con las secuencias de
referencia. De acuerdo con los valores de identidad, las secuencias se agruparon
taxonémicos Micrococcus, Nocardiopsis,

con los géneros Streptomyces,

Microbacterium, Cellulomonas y Arthrobacter (Figura 4).
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Tabla 3. Resultados de las busquedas mediante BlastN con las secuencias

parciales del gen 16S ARNTr.

Cepa - Numero de Identidad

acceso (%)
ACPG 1 Micrococcus KJ575050 99
ACPG 2 Streptomyces KF996505 99
ACPG 3 Micrococcus KJ744024 100
ACPG 4 Nocardiopsis FJ898297 99
ACPG 5 Nocardiopsis KC856806 99
ACPG 6 Microbacterium EU370408 99
ACPG 7 Micrococcus AY159888 99
ACPG 9 Cellulomonas JQ660195 89
ACPG 10 Cellulomonas JQ660195 87
ACPG 12 Micrococcus HM584233 99
ACPG 13 Arthrobacter AY641537 93
ACPG 14 Streptomyces EU384279 92
ACPG 17 Cellulomonas JQ660195 97
ACPG 20 Streptomyces AY641538 97
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Figura 4. Arbol de distancias construido por el método Neighbor-Joining

basado en secuencias parciales del gen
se calcularon utilizando el método de Kimu

las unidades de serie de sustituciones de

16S ARNr. Las distancias evolutivas

ra 2 - parametros y se encuentran en

bases por sitio. El set de datos final

incluyé 42 secuencias de nucleétidos, representados en 576 posiciones de las

secuencias parciales del gen 16S ARNr de las cepas aisladas, y secuencias de

referencia obtenidas del Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey's* y la

base de datos del GenBank**. Los valores de Bootstrap fueron calculados con

1000 iteraciones y son mostrados en los nodos. Los andlisis fueron construidos en

la aplicacion MEGA V6.
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2.2. Caracterizacion morfoldgica de los cultivos axénicos

Los datos morfolégicos obtenidos de los aislamientos confirmaron que pertenecen
al filo Actinobacteria, todas Gram positivas y de morfologia variable. De acuerdo
con los géneros asignados en la determinacion del gen 16S ARNr, los aislados
fueron agrupados. A continuacion se describen detalladamente los caracteres

macro y microscopicos relacionados a cada género.
Micrococcus sp.

Genero asignado a las cepas ACPG 1, 3, 7 y 12. A nivel microscépico cepas
ACPG 1, 3 y 12presentan células en forma de cocos solos o en pares, Gram
positivas, con tamafo entre 0.5 a 1.0 um, sin presencia de endosporas. En
particular, la cepa ACPG 7 presenta células en forma de cocos solos o en pares,
con tamafo entre 1.0 a 3.0 um y Gram variables, siendo Gram negativos en
cultivos jovenes (3 - 5 dias) y Gram positivos en cultivos viejos (mas de 14 dias),
observandose cocos solos o en pares (Figura 5 A, D, G, J). Después de 14 dias
de incubacion, en las cepas ACPG 3 y 12 se observaron micelios no
fragmentados, algunos con agrupaciones celulares en las terminaciones (Figura 5
B, E, H, K).

A nivel macroscopico los aislados de este género morfologia variable. Las cepas
ACPG 1 y 7 fueron colonias grandes, de color rosado-amarillento, superficie
planoconvexa, mucoides y brillantes, de forma irregular, aunque también se
observan colonias redondeadas y de borde ondulado (Figura 5 C, I). La cepa
ACPG 3 presentd colonias medianas, amarillas convexas, brillantes, de forma
circular y borde redondeado (Figura 5 F). La cepa ACPG 12 presentd colonias
blancas planoconvexas, opacas, de forma irregular y borde redondeado (Figura 5
L).
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Figura 5. Caracteristicas microbioldgicas de las cepas aisladas del género
Micrococcus (Cepas ACPG 1, 3, 7 y 12). Cepa ACPG 1. A) Cocos Gram
positivos. B) Estructura micelar no fragmentada, 1000X. C) Apariencia en agar
CYC luego de 3 dias de incubacion. Cepa ACPG 3. D) Cocos Gram positivos. E)
Estructura micelar no fragmentada, 1000X. F) Cultivo en agar CYC, 3 dias de
incubacion. Cepa ACPG 7. G) Cocos Gram positivos. H) Estructura micelar no
fragmentada, 1000X. I) Apariencia en agar CYC luego de 14 dias de incubacion.
Cepa ACPG 12. J) Cocos Gram positivos. K) Estructura micelar no fragmentada,
1000X. L) Apariencia en agar CYC luego de 14 dias de incubacion.
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Nocardiopsis sp.

Género asignado a las cepas ACPG 4 y 5. A nivel microscépico presentan células
en forma de bacilos en pares o en agrupacion estreptobacilar, Gram positivos, de
0.5 pm de ancho x 1.0 um de largo (Figura 6 Ay 6 E), micelio bien desarrollado y
con ramificaciones pronunciadas (Figura 6 By 6 F).

A nivel macroscoépico presentan colonias pequefias de forma irregular y bordes
ondulados, en cultivos jévenes colonias cremosas, planoconvexas y de color
rosado palido (3 - 5 dias) en cultivos viejos (=14 dias) colonias blancas, superficie
polvorienta (Figura 6 C, D, G, H).

Figura 6. Caracteristicas microbiologicas de las cepas aisladas del género
Nocardiopsis (Cepas ACPG 4 y 5). Cepa ACPG 4. A) Bacilos Gram positivos. B)
Micelio fragmentado, 1000X. C) Apariencia en agar CYC luego de 3 dias de
incubacion. D) Apariencia en agar CYC luego de 14 dias de incubacion. Cepa
ACPG 5. E) Bacilos Gram positivos. F) Micelio ramificado, 1000X. G) Apariencia
en agar CYC luego de 3 dias de incubacién. H) Apariencia en agar CYC luego de
14 dias de incubacion.
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Microbacterium sp.

Género representados por una sola cepa, ACPG 6. A nivel microscépico presenta
células en forma de bacilos delgados solos o en pares formando agrupaciones en
V, Gram positivos, entre 0.5 - 0.8 um de ancho x 1.5 - 2.0 um de largo (Figura 7A),
micelio con pocas ramificaciones primarias (Figura 7B). A nivel macroscopico, son
colonias pequefias de color amarillo traslicido, superficie convexa, mucoide y
brillante, de forma fusiforme y circular, con bordes redondeados (Figura 7C).

—— w., = ]

;1\ e, [ -

10 um

Figura 7. Caracteristicas microbioldgicas de las cepas aisladas del género
Microbacterium. Cepa ACPG 6. A) Bacilos Gram positivos. B) Micelio ramificado,

1000X. C) Apariencia en agar CYC luego de 3 dias de incubacion.
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Arthrobacter sp.

Genero representado por una sola cepa, ACPG 13. A nivel microscépico presenta
células en forma de bacilos solos o en pares formando agrupaciones en V.
Cultivos jovenes (1 dia de incubacion) Gram positivos, de 0.5 um de ancho x 1.0
pum de largo. En cultivos con mas de 3 dias de incubacion, se observo presencia
de elementos bacilares y cocoidales (Figura 8 A). Micelio ramificado, no
fragmentado, con presencia de cocos Gram positivos alrededor del micelio en
formacion (Figura 8B).

A nivel macroscopico, colonias grandes con bordes redondeados e irregulares, de

color blanco - amarillento, superficie convexa, mucoide y brillante (Figura 8C).

Figura 8. Caracteristicas microbioldgicas de las cepas aisladas del género
Arthrobacter. Cepa ACPG 13. A) Elementos bacilares y cocoidales Gram
positivos. B) Micelio no fragmentado de la cepa ACPG 13, 1000X. C) Apariencia
en agar CYC luego de 14 d de incubacion.
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Cellulomonas sp.

Género asignado preferiblemente a las cepas ACPG 9, 10 y 17. A nivel
microscopico presentan células en forma de bacilos, algunos forman angulos en
forma de V, Gram positivos, con tamafio entre 0.5 um de ancho x 1.5 um de largo,
sin formaciéon de endosporas (Figura 9 A, D, G). Micelio fragmentado en
elementos bacilares, en la cepa ACPG 9 (Figura 9 B), y un micelio ramificado en
las cepas ACPG 10y 17 (Figura9 Ey 9 H).

A nivel macroscépico, las cepas ACPG 9 y 10 presentan colonias pequefias de
color rosado palido, superficie plana, rugosa y brillante, de forma irregular con
borde ondulado (Figuras 9 C y 9 F). En particular, la cepa ACPG 17 presenta
colonias pequefas de color blanco amarillento, superficie umbilicada, opaca y
rugosa, dificil de tomar del medio de cultivo sélido (Figura 9 1).
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Figura 9. Caracteristicas microbioldgicas de las cepas aisladas del género
Cellulomonas (Cepas ACPG 9, 10 y 17). Cepa ACPG 9. A) Bacilos Gram
positivos. B) Micelio fragmentado, 1000X. C) Apariencia en agar CYC luego de 14
dias de incubacion. Cepa ACPG 10. D) Bacilos Gram positivos. E) Micelio
ramificado, 1000X. F) Apariencia en agar CYC luego de 14 dias de incubacion.
Cepa ACPG 17. G) Bacilos Gram positivos. H) Micelio ramificado y entramado,

1000X. I) Apariencia en agar CYC luego de 3 dias de incubacion.

31



Streptomyces sp.

Género asignado a las cepas ACPG 2, 14 y 20, microscopicamente presentan
células en forma de bacilos Gram positivos, de 0.5 um de ancho x 1.0 um de largo,
en agrupacion estreptobacilar (Figura 10 A, D, G). Desarrollo micelar muy
ramificado, con formacion de cadenas helicoidales como lo observado en la cepa
ACPG 2 (Figura 10 B), presencia de conidios en la cepa ACPG 14 y ACPG 20
(Figura 10 Ey 10 H).

A nivel macroscopico la cepa ACPG 2 fueron colonias inicialmente de color rosado
claro y de superficie lisa, que de 3 a 5 dias se cubrieron de colonias pequefas de
color blanco-amarillento, superficie umbilicada, rugosa y opaca, de forma circular y
fusiforme, con bordes redondeados. La cepa ACPG 14 formaron colonias de color
rosado claro y la cepa ACPG 20 formd6 pequefias colonias convexas de color
blanco, ambas de aspecto liso y opaco, de forma circular y fusiforme, con bordes
redondeados (Figura 10 C, F, I).
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Figura 10. Caracteristicas microbioldgicas de las cepas aisladas del género
Streptomyces (Cepas ACPG 2, 14 y 20). Cepa ACPG 2. A) Bacilos Gram
positivos. B) Micelio en espiral, 1000X. C) Apariencia en agar CYC luego de 14
dias de incubacion. Cepa ACPG 14 D) Bacilos Gram positivos. E) Micelio con
formacién de conidios, 1000X. F) Apariencia en agar CYC luego de 3 dias de
incubacion. Cepa ACPG 20 G) Bacilos Gram positivos. H) Micelio con formacién

de conidios, 1000X. 1) Apariencia en agar CYC luego 5 dias de incubacion.
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2.5. Identificacion de actinobacterias

Mediante la combinacién del andlisis molecular basado en la secuenciacion parcial
del gen 16S ARNTr y las caracteristicas morfolégicas de las colonias bacterianas,
se logro la identificacion de los microorganismos aislados a partir de compost de la
BRA del café (Tabla 4). Se identificaron cepas del filo Actinobacteria
representadas en 4  familias  Microbacteriaceae, Nocardiopsaceae,
Micrococcaceae y Streptomycetaceae, representados en 6 géneros
Microbacterium, Nocardiopsis, Arthrobacter, Micrococcus, Streptomyces,
Corynebacterium y Cellulomonas, siendo el género Micrococcus el que presento la
mayor prevalencia con 28,6%, seguido de Cellulomonas y Streptomyces con
21,5% cada uno, mientras que los otros géneros se aislaron en menor proporcion,
Nocardiopsis 14,3%, Microbacterium y Arthrobacter con 7,1% cada uno (Figura
11).

Prevalencia de los géneros de
actinobacterias

B Micrococcus sp.

B Streptomyces sp.
M Cellulomonas sp.
H Nocardiopsis sp.

M Microbacterium sp.

M Arthrobacter sp.

Figura 11. Prevalencia de géneros en el compost. Géneros de actinobacterias
aisladas a partir del compost de la BRA del café.
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Tabla 4: Consolidado de caracteres morfolégicos y moleculares usados en la
determinacién taxondmica de las actinobacterias aisladas a partir de
compost de la BRA del café. Abreviaturas: CMB-colonia mucoide y brillante,
ARA-anverso rosado amarillento, RB-reverso beige, CGP-cocos Gram positivos,
MNF-micelio no fragmentado, CRO-colonia rugosa y opaca, ABA-anverso blanco
amarillento, BGP-bacilos Gram positivos, AEB-agrupacion estreptobacilar, MR-
micelio ramificado, CH-cadenas helicoidales, ARAM-anverso y reverso amarillo,
CCO-colonias cremosas y opacas, ABP-anverso blanco polvoriento, ARAMT-
anverso y reverso amarillo traslucido, AV-agrupacion en V, MPR-micelio poco
ramificado, CGV-cocos Gram variables, CRB-colonia rugosa y brillante, ARRC-
anverso y reverso rosado claro, MF-micelio fragmentado, EB-elementos bacilares,
CO-colonias opacas, ARBC-anverso y reverso beige claro, AB-anverso blanco,

RBC-reverso beige claro, EBC-elementos bacilares y cocoidales, CLO-colonias

lisas y opacas, PC-presencia de conidios, ARBL-anverso y reverso blanco.

Cepa Caracteristicas Caracteristicas Determinacion molecular
macroscoépicas microscoépicas (%ldentidad)

ACPG 1 CMB, ARA, RB CGP, MNF Micrococcus sp. (99%)
ACPG 2 CRO, ABA, RB BGP, AEB, MR, CH | Streptomyces sp. (99%)
ACPG 3 CMB, ARAM CGP, MNF Micrococcus sp. (100%)
ACPG 4 CCO, ABP, RB BGP, AEB, MR Nocardiopsis sp. (99%)
ACPG 5 CCO, ABP, RB BGP, AEB, MR Nocardiopsis sp. (99%)
ACPG 6 CMB, ARAMT BGP, AV, MPR Microbacterium sp. (99%)
ACPG 7 CMB, ARA, RB CGV, MNF Micrococcus sp. (99%)
ACPG 9 CRB, ARRC BGP, AV, MF, EB Cellulomonas sp. (89%)
ACPG 10 CRB, ARRC BGP, AV, MR Cellulomonas sp. (87%)
ACPG 12 CO, AB, RBC CGP, MNF Micrococcus sp. (99%)
ACPG 13 CMB, ABA, RBC BGP, EBC, MR Arthrobacter sp. (93%)
ACPG 14 CLO, ARRC BGP, AEB, MR, PC | Streptomyces sp. (92%)
ACPG 17 CRO, ABA, RB BGP AV, MR Cellulomonas sp. (97%)
ACPG 20 CLO, ARBL BGP, AEB, MR, PC | Streptomyces sp. (97%)
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3. DISCUSION

En este trabajo, se logro el aislamiento de 20 cepas del filo Actinobacteria a partir
de compost de la BRA del café. Teniendo en cuenta -caracteristicas
microbiolégicas y moleculares, se lograron determinar taxonémicamente 14 cepas
correspondientes a los géneros Microbacterium, Nocardiopsis, Arthrobacter,
Micrococcus, Streptomyces y Cellulomonas.

Los resultados obtenidos evidencian una mayor diversidad de géneros de
Actinobacteria en relacion a lo reportado en estudios realizados sobre la
composicién microbiologica durante el proceso de compostaje a partir de la pulpa
de café y de la pulpa de café mezclada con mucilago (Blandén et al., 1998;
Blandodn et al., 1999; Escobar et al., 2012).

Adicionalmente, en este trabajo, se evidencido la presencia de los géneros,
Nocardiopsis, Cellulomonas y Microbacterium. Es probable que la presencia de
nuevos géneros esté relacionado con la composicion especifica del compost, el
progreso de los parametros fisicoquimicos y los materiales que se utilizan para su
fabricacion, que en este caso, corresponden a residuos de una finca con un

sistema de cultivo organico (Ashraft et al., 2007; Rebollido et al., 2008).

Para las cepas ACPG 8, 11, 15, 16, 18 y 19, debido a la baja calidad de la
secuencia no fue posible su identificacion molecular, probablemente debido a que

los oligonucleotidos no son especificos (Janda & Abbott, 2007).
El propésito de este estudio era aislar e identificar cepas de actinobacterias de una

muestra de compost, en el marco de un macroproyecto que pretende evaluar la

produccion de hidrégeno molecular en este grupo bacteriano.
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Las cepas obtenidas se usaran en la siguiente etapa del proyecto, es decir, la
estimacion de su potencial en la produccion de hidrogeno. Para los aislados que
presenten una produccion de hidrégeno relevante para los propositos del
macroproyecto, se recomienda aplicar pruebas bioquimicas que ratifiquen la

determinacién taxondmica obtenida en este trabajo.
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4. CONCLUSIONES

En este Trabajo de Grado se obtuvieron 20 aislados de actinobacterias a partir de
compost de BRA de un cultivo de café organico de la Hacienda ‘El Roble’ (Los
Santos — Santander). Se lograron identificar taxondmicamente 14 cepas mediante
los métodos previamente seleccionados, a saber las caracteristicas morfolégicas y
las secuencias parciales del gen 16S ARNr. Las 6 cepas restantes quedaron sin
identificar, aunque se hizo una atribucion preliminar de género. Por consiguiente,
esta determinacion debe repetirse mejorando las condiciones de amplificacion y
secuenciacion. Todas las 20 cepas se encuentran criopreservadas por triplicado

en el cepario del CINBIN.

Los 6 aislados pertenecen a generos del filo Actinobacteria, del cual Micrococcus
sp es el mas abundante (~29%). Este resultado demostré la eficiencia de los

medios de cultivo empleados, en cuanto a su selectividad.

Este es el primer reporte de actinobacterias presentes en compost a partir de la
BRA del café organico. En contraste con mas de 10 estudios previos realizados en
compost a partir de BRA de cultivos convencionales (CENICAFE), se evidenci6 la

presencia de tres géneros propios: Microbacterium, Cellulomonas y Nocardiopsis.

Las 20 cepas quedaron criopreservadas en el cepario del LBM de la Escuela de
Biologia y estan disponibles para evaluacion la producciéon de H, y de otras

propiedades que se puedan considerar en el futuro.
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5. RECOMENDACIONES

Llevar a cabo la amplificacibn por PCR de las cepas de actinobacterias
encontradas en este trabajo a partir de compost de la BRA de café, con primers
especificos para el gen 16S ARNr de las actinobacterias, con el fin de identificarlas

a nivel de especie.

Hacer la caracterizacion bioquimica (pigmentos difusibles al medio, actividad
biolégica, composicion lipidica de la pared celular), de las cepas de
actinobacterias, con el fin de complementar la descripcion morfologica y la
identificacion molecular de cada una de las cepas encontradas en el compost de la
BRA de café.
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