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RESUMEN

TITULO: AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE ACTINOBACTERIAS
CULTIVABLES DE ‘AGUAS MIEL’ EN UN SISTEMA DE PRODUCCION DE
CAFE ORGANICO (RESIDUO POST-COSECHA)*.

AUTORES: SUA ROJAS, Maria Fernanda**

PALABRAS CLAVE: Actinobacteria, residuos cafeteros, ‘aguas miel’,
contaminacion ambiental, gen 16S rRNA.

DESCRIPCION:

La industria cafetera en Colombia, ocupa uno de los primeros campos
econdémicos, con una produccion anual que alcanz6 12.1 millones de sacos de 60
kg en el 2014. No obstante, se considera como una de las industrias mas
contaminantes del mundo, desechando cerca de 5 L de agua residual por kg de
café pergamino. Las aguas residuales del beneficio o ‘aguas miel’, son sustratos
organicos complejos en cuya degradacion participan bacterias del phylum
Actinobacteria, con alto potencial biotecnolégico para la produccion de antibiéticos,
agentes antitumorales, agentes inmunosupresores, enzimas Yy gases
combustibles. El objetivo de este trabajo fue caracterizar, mediante técnicas
microbiolégicas y moleculares, actinobacterias aisladas de piscinas de tratamiento
de mucilago de un cultivo cafetero organico calidad Premium, de la Mesa de los
Santos (Santander). Se hizo identificacion preliminar mediante el analisis de
caracteristicas microbiolégicas, complementada con alineamientos de secuencias
del gen 16S rRNA. Se aislaron e identificaron 21 cepas de actinobacterias, entre
ellas, los géneros Micrococcus, Gordonia, Leifsonia, Arthrobacter y Streptomyces,
siendo este Ultimo el mas representativo (67%). Los resultados obtenidos aportan
nuevo conocimiento sobre la composicién de la comunidad de actinobacterias en
el resido cafetero ‘aguas miel. Las cepas aisladas y caracterizadas seran
empleadas para la posterior evaluacion de su potencial en la produccion de H, y la
caracterizacion de isoformas de oxidasas multicobre bacterianas.

*Trabajo de grado modalidad Pasantia de investigacion
**Facultad de Ciencias, Escuela de Biologia, Director: Jorge Hernandez
Torres, PhD. y Co-tutor: Oriana Danuta Serna, Biologa.
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ABSTRACT

TITLE: ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF ACTINOBACTERIA FROM
COFFE WASTE WATER OF ORGANIC COFFEE CROP™*.

AUTHORS: SUA ROJAS, Maria Fernanda**

KEY WORDS: Actinobacteria, coffee wastewater, environmental contamination,
16S rRNA gene.

DESCRIPTION:

Coffee industry represents one of the major constituents of the Colombian agro-
industry, with an annual production reaching 12.1 million of 60 kg bags, in 2014.
However, the production of coffee is considered one of the more pollutant
industries in the world: about 5 L of wastewater per kg of parchment coffee are
discarded. Wastewaters of coffee production are complex organic substrates; the
phylum Actinobacteria is involved in the biodegradation of such compounds and
exhibit a high biotechnological potential for the production of antibiotics, antitumor
agents, immunosuppressive agents, enzymes and fuel gases. The aim of this
study was to characterize, by microbiological and molecular techniques,
actinobacteria isolated from slime pools of an organic coffee processing factory,
from Mesa de los Santos (Santander). Preliminary, the identification was made by
analyzing microbiological characteristics, complemented with sequence alignments
of 16S rRNA gene. We isolated and identified 21 actinobacteria strains, including
Micrococcus, Gordonia, Leifsonia, Arthrobacter and Streptomyces genera, this
latter being the most representative (67%). Our findings provide new insights into
the composition of the Actinobacteria community of the coffee residues or
wastewaters. The isolated strains could be used for further evaluation of their
potential in the production of H, and the search of bacterial multicopper oxidase
isoforms.

*Degree work, Research internship.
**Science faculty, Department of Biology. Director: Jorge Hernandez Torres,
PhD. and Co-tutor: Oriana Danuta Serna, Bidloga.
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INTRODUCCION

En Colombia, la produccién y el comercio de café ocupan uno de los primeros
campos econdmicos, con una produccién anual que alcanz6 12.1 millones de
sacos de 60 kg en el 2014 (FNC). No obstante, es considerada como una de las
industrias mas contaminantes del mundo, alterando el equilibrio ambiental y la
calidad de vida del ser humano (Alfaro y Rodriguez, 1994; Matuk, 1997; Alvarez et
al., 2011).

La transformacion del café cereza (grano maduro) en café pergamino (granos
despulpado y seco) se denomina beneficio del café. Existen dos métodos para
realizar este proceso: 1) Beneficio por via seca: consiste de secado del grano al
sol o con maquinas, descascarillado mecéanico para remover la pulpa residual, el
mucilago y el pergamino, y la clasificaciébn por tamafio de grano con el uso de
cribas mecanizadas. 2) Beneficio por via hiumeda: comprende las etapas de
despulpado, desmucilaginado, lavado y secado hasta obtener café pergamino
seco, que luego se trilla para generar café almendra (café verde) para exportacion
(Puerta, 1999). Este ultimo, es el mas utilizado en Centroamérica y Colombia
(Alvarez et al, 2011), donde la remocion del mucilago es un proceso estratégico
para facilitar el secado del grano y obtener un café con propiedades
organolépticas que mejoran su calidad (Alfaro y Rodriguez, 1994; Selvamurugan,
2010; Esquivel y Jiménez, 2012).

La remocién del mucilago durante el beneficio himedo se puede hacer mediante
tratamiento bioquimico, con el uso de “desmucilaginadores mecanicos” o por
fermentacién natural (Puerta, 2009). Este proceso, implica el uso de grandes
cantidades de agua, con un consumo medio de 40 I/kg de café pergamino seco,
contaminando fuentes de agua con materia organica de los subproductos
(Cenicafé, 2011). Estas aguas se componen de una mezcla de azlcares,

proteinas, lipidos y compuestos fendlicos, que por su contenido deben ser tratadas
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en sistemas de depuracion (Avallone et al., 2000; Avallone et al., 2001; Alvarez et
al., 2011). En vista de los problemas ambientales que ocasionan las ‘aguas miel’,
se han implementado estrategias para reducir el consumo de agua y tratar los
residuos organicos con sistemas anaerobios artesanales (Matuk, 1997; Cadena,
2005; Rodriguez y Zambrano, 2010; Cenicafé, 2011).

En la obtencion de energia a partir del mucilago de café en forma de biogéas
(metano) o de bioetanol se han obtenido eficiencias energéticas variables (1.21
L/kg — balance positivo y 0.6 L/kg — balance negativo, respectivamente). Este
producto corresponde a s6lo 5% del rendimiento tedérico, por lo que se persiste en

la optimizacion de los procesos (Rodriguez y Zambrano, 2010).

En la degradacion anaerobia de sustratos organicos complejos para la produccion
de biogas, intervienen miembros de los dominios Bacteria y Archaea, de acuerdo
con sus roles fisiolégicos. En condiciones anaerobias se produce lactato, piruvato,
acetato y formiato, los cuales son utilizados por algunos grupos microbianos para
la produccion de CO,, CH; y H,. Si bien este microbioma estd dominado por
bacterias en un 90% (Wirth et al., 2012), en la actualidad poco se conoce sobre los
mecanismos de produccién de H; por el phylum Actinobacteria, los cuales son

principalmente facultativos (Goodfellow et al., 2012; Wirth et al., 2012).

El phylum Actinobacteria es uno de los mayores grupos taxonémicos dentro del
dominio Bacteria. La mayoria son bacterias filamentosas Gram positivas, con alto
contenido de G+C en su ADN (aprox. 51% a 70%), variedad morfoldgica,
metabdlica y fisiologica (Gathogo et al., 2004; Ventura et al., 2007; Goodfellow et
al., 2012).

Sin embargo, la literatura cientifica sobre la diversidad de actinobacterias que
participan en la biodegradacion de las ‘aguas miel’ es insuficiente. Las
actinobacterias, al igual que los hongos, son eficientes en la degradacion de
lignocelulosa y compuestos fendlicos (Ramirez & Coha, 2003). La caracterizacion

de estas bacterias del suelo es importante para el disefio de sistemas de
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biodegradacion de las ‘aguas miel’ y por su alto potencial biotecnoldgico para la
produccion de antibidticos, enzimas, gases, agentes antitumorales e

inmunosupresores (Wirth et al., 2012; Schafer et al., 2013).

Con el fin de promover el uso alternativo de los residuos agroindustriales, en este
caso las ‘aguas miel' del café, que favorece el bienestar del ser humano, el
ambiente y que seria el inicio para estudios futuros de produccién de bioenergia,
es necesario identificar qué tipo de actinobacterias presenta. Este trabajo de
investigacibn modalidad pasantia esta en el marco de un macroproyecto que tiene
como objetivo explorar la producciéon de H, por parte de microorganismos del

phylum Actinobacteria.
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OBJETIVOS

General

Construir un cepario de bacterias del phylum Actinobacteria, provenientes de las
‘aguas miel’ de produccion de café organico de la Hacienda “El Roble” (Mesa de

los Santos, Santander).

Especificos

Aislar, en medios de cultivo selectivo, actinobacterias de piscinas de

tratamiento de mucilago de café organico de la Hacienda “El Roble”.

e Caracterizar macro Yy microscopicamente las cepas aisladas de

actinobacterias.

e Identificar molecularmente, en lo posible a nivel de género, los aislados

mediante secuenciacion del gen 16S rRNA.

e Realizar andlisis de distancia genética con las secuencias obtenidas.

e Criopreservar las cepas aisladas de actinobacterias.
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COMPETENCIAS

Emplea adecuadamente los métodos para la obtencién y almacenamiento de

cepas axénicas de actinobacterias.

Describe macro y microscopicamente las cepas aisladas de actinobacterias.

Implementa las técnicas basicas de biologia molecular para la identificacion

de cepas bacterianas basadas en el gen 16S rRNA.

Realiza analisis de distancia genética con las secuencias obtenidas.

Cumple con los horarios y las actividades acordadas.

16



1. MATERIALES Y METODOS

1.1 TOMA DE MUESTRAS

Muestras de 1L de ‘agua miel’ fue colectada de una piscina de fermentacion
natural de mucilago en un cultivo de café orgénico, en la Hacienda ‘El Roble’,
Mesa de Los Santos, Santander (Fig. 1). Las muestras fueron almacenadas en
botellas plésticas estériles debidamente etiquetadas, transportadas a 4°C y

procesadas en el Laboratorio de Biologia Molecular (Sede UIS Guatiguara).

Figura 1. Mapa de Santander; en el recuadro se muestra la localizacién del sitio

de muestreo (rombo verde).

1.2 AISLAMIENTO PRIMARIO

Diluciones seriadas hasta 10® de la muestra de ‘aguas miel’ fueron sembradas
mediante diseminacién en agar Czapek-Dox suplementado con 50 pg/mL nistatina

para inhibir el crecimiento de hongos (Ramirez y Coha, 2003). Los cultivos fueron
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incubados a temperatura ambiente (~25°C), al tiempo que se realizd seguimiento
permanente con registro de observaciones de caracteres taxondémicos relevantes

y registro fotografico.

1.3 INDIVIDUALIZACION DE CEPAS DE ACTINOBACTERIAS

Detectadas las colonias a individualizar, fueron transferidas a medio selectivo de
agar Czapek-Dox — Extracto de Levadura — Casaminoacidos (CYC), pH 7.0,
suplementando con 50 pg/mL nistatina (Ramirez y Coha, 2003). Los cultivos
fueron incubados a temperatura ambiente (~25°C) por un periodo de 15 d, durante

los cuales se hicieron las resiembras necesarias para obtener cultivos axénicos.

1.4 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE CULTIVOS AXENICOS DE
ACTINOBACTERIAS

1.4.1 Caracterizacién macroscoOpica. Se realiz6 seguimiento continuo de los
aislados registrando observaciones macroscopicas, como: morfologia de la
colonia, tipo y color del micelio aéreo en caso de presentarse y produccién de

pigmentos difusibles al medio (Ramirez y Coha, 2003; Otero, 2011).

1.4.2 Caracterizacién microscopica. Se evalud coloracion de Gram a diferentes
edades del cultivo, septacién de filamentos y presencia de micelio. Se verifico la
presencia y disposicion del micelio utilizando la técnica de cultivo en laminilla
(Franco, 2008), que consistio en introducir cuatro cubreobjetos estériles con una
inclinacion de 45° en cepas cultivadas en medio CYC. Después de incubar a
temperatura ambiente (~25°C) por dos semanas, los cubreobjetos fueron
retirados, fijados por calor, tefiidos con Violeta de Genciana y se observaron bajo

el microscopio (Wang et al., 1999; Franco, 2008; Otero, 2011). Ademas, se evaluo
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la presencia y disposicion de esporas mediante la tincion de Wirtz-Conklin con
0,1% verde de malaquita y 0,5% safranina (Schaeffer y MacDonald, 1933)

La identificacion taxondémica con base en estas caracteristicas se realizé segun lo descrito

en el manual de sistemética bacteriolégica de Bergey's (2012).

1.5 IDENTIFICACION MOLECULAR DE ACTINOBACTERIAS

1.5.1 Extraccion de ADN total. A partir de cultivos liquidos de cada cepa aislada se
realizé extraccion de ADN total bacteriano segun el protocolo propuesto por Ausubel et al.
(1992), con las siguientes modificaciones: posterior al lavado con fenol/cloroformo/alcohol
isoamil, se afiadi6é un paso de lavado con un volumen igual de cloroformo para garantizar
la obtencion de ADN puro y la mayoria del ADN obtenido fue resuspendido en 50 pL de
buffer TE RNasa (20 mg/ml RNasa).

1.5.2 Electroforesis en gel de agarosa. Para corroborar la calidad de los extractos de
ADN se analizaron las diferentes muestras mediante electroforesis en gel 0.8% agarosa.
Las muestras fueron coloreadas con EZ-Vision llI® (AMRESCO, SOLON, OH, USA) y

conservadas a -20° C hasta su uso.

1.6 AMPLIFICACION POR PCR DEL GEN 16S rRNA Y SECUENCIACION

La amplificacion del gen 16S rRNA se realiz6 mediante PCR, utilizando los
oligonucledtidos 27F y 1492R (Lane et al., 1991),1159R (Blackwood et al., 2005); 338F
(Guo et al., 2008) y 907R (Muyzer et al., 1993), 1159R (Tabla 1). La mezcla de reaccién
en todos los casos se realizé en un volumen total de 25 pL segun lo descrito por Revollo
et al. (2012).
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Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion parcial del gen 16S
rRNA.

Tamafio Temperatura
Pares | Oligonucledtidos Secuencia (5°- 3) esperado de
P hibridizacion
27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
1 ~1465 pb
1492R GGTTACCTTGTTACGACTTT
2 27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG <1132 ob
ACT1159R TCCGAGTTRACCCCGGC P 58 - 60°C
3 EUB338F ACTCCTACGGGAGGCAGCAGCAG =820 ob
ACT1159R TCCGAGTTRACCCCGGC P
4 EUB338F ACTCCTACGGGAGGCAGCAGCAG ~569 pb
907R CCGTCCATTCCTTTGAGTTT P

Los amplificados fueron visualizados mediante electroforesis en 0.8% agarosa y
coloreadas con EZ-Vision lll® (AMRESCO, Solon, OH, USA).

1.6.1 Purificacion del ADN y obtencion de secuencias. Los amplificados
fueron purificados mediante el kit GeneJET ™ PCR (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA), de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Las secuencias fueron

obtenidas mediante secuenciador analitico ABI 3730 XL, en Macrogen (Corea).

1.7 ANALISIS DE SECUENCIAS DEL GEN 16S rRNA

La lectura de los cromatogramas se realiz6 en el programa Geneious V.8.0
(Kearse et al., 2012) y la presencia de quimeras se detecté usando la aplicaciéon
en linea Bellerophon (Huber et al., 2004). Paralelamente, se hizo una captura de
secuencias de referencia mediante la busqueda con la aplicacion en linea BlastN,
en las bases de datos NCBI (National Center for Biotechnology Information). Se
tuvieron en cuenta sélo aguellas secuencias con una identidad superior al 95% y
una cobertura mayor al 90%. Ademas, se tomaron en cuenta secuencias de

referencia del manual de bacteriologia determinativa de Bergey’s (2012).
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Se implementaron andlisis de distancia genética para la atribucion de taxones a
los genes 16S rRNA secuenciados. Aquellas secuencias con identidad genética
295% se asignaron a la categoria de género (Ludwing et al., 1998) y 297% para
especie (Stackebrandt y Goebel, 1994).

1.7.1 Matrices y arboles de distancia. Con las secuencias de referencia
obtenidas del NCBI y secuencias homoélogas obtenidas del manual de
bacteriologia determinativa de Bergey’'s (2012) se construyeron alineamientos con
el algoritmo Muscle (Edgar, 2004). Las matrices y los arboles de distancia fueron
construidos por el método de Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987) con el

programa Geneious V.8.0 (Kearse et al., 2012).

1.8 CRIOPRESERVACION DE CULTIVOS.

Cultivos axénicos en medio liquido fueron criopreservados en 20% glicerol de
acuerdo al protocolo propuesto por Sambrook & Russell (2001). Las cepas fueron
almacenadas a -70° C por triplicado en el cepario del Laboratorio de Biologia

Molecular.
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2. RESULTADOS

2.1 AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE CULTIVOS
AXENICOS DE ACTINOBACTERIAS

A partir del residuo post-cosecha ‘aguas miel’ del beneficio de café orgéanico, se
obtuvo un total de 21 aislados con variabilidad morfolégica. La caracterizacion
morfologica de las cepas aisladas confirmo6 que el 100% de éstas pertenecen al
grupo Actinobacteria, todas bacterias Gram-positivas y de morfologia variable. A
continuacion, se describen detalladamente las caracteristicas macroscopicas y

microscopicas de las actinobacterias aisladas.
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1. CepaMFSR-1

Descripcion macroscopica:

Colonias de color crema, forma circular, convexa, superficie lisa, margen irregular,

y de consistencia cremosa. En cultivo 215 d el color de la colonia se desvanece

hacia el borde, presenta pigmento difusible de color pardo y su tamafio es de 3 — 4

mm:

3 d de cultivo

Descripcién microscoépica:

Células cocoides con tamafio <1 um,

15 d de cultivo

individuales o formando agrupaciones de

dos o mas células. Presencia de micelio vegetativo con hifas ramificadas, sin

septos, de longitud variable, y micelio aéreo ramificado, hifas con esporangiéforos

y presencia de esporas:

Tincion de Gram - 100X

Micelio aéreo - 10X



2. CepaMFSR-2

Descripcion macroscopica:

Colonias jovenes de color crema, forma irregular, superficie lisa y consistencia
cremosa. Pasado el quinto dia de siembra, el color es naranja y se observa el
crecimiento de colonias de aspecto granular sobre aquellas cremosas. En cultivos

215 d las colonias abarcan por completo el medio de cultivo:

3 d de cultivo 15 d de cultivo

Descripcion microscopica:

Células cocobacilares con un tamafio <1 pum, generalmente agrupados formando
cadenas de 3 — 4 células. Micelio vegetativo ramificado, hifas de longitud variable,
y micelio aéreo ramificado formando una red, hifas alargadas, septadas, algunas

con esporangioforos en apice y presenta esporas:

t‘c:*“
Vpgv

Sum

Tincién de Gram - 100X Micelio aéreo - 10X
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3. CepaMFSR-3
Descripcion macroscopica:

Colonias de color crema, forma circular, elevacibn umbonada, superficie lisa,
consistencia cremosa, margen entero y borden liso. En cultivo de 15 d presenta
pigmento difusible color pardo y el tamafio de la colonia es = 6 mm:

3 d de cultivo 15 d de cultivo

Descripcién microscoépica:

Exhibe ciclo de crecimiento bacilo-cocoide; a las 24 h de cultivo presenta células
alargadas generalmente agrupadas; a los 3 dias se compone de células cocoides
con un tamafio cercano a 1 pum. Presenta so6lo micelio vegetativo con hifas

alargadas y sin septos.

Tincién de Gram - 100X Tincién de Gram - 100X Micelio vegetativo - 10X
24 h de cultivo 3 d de cultivo
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4. CepaMFSR-4

Descripcion macroscopica:

En cultivos <72 h se observan colonias con apariencia granulosa de color amarillo,

forma alargada y circular. Posteriormente (210 d), colonias de color amarillo de

consistencia cremosa, superficie lisa, convexa, circular, margen entero. El tamafio

de la colonia oscila entre los 3 — 4mm. Los cultivos no presentan pigmento

difusible al medio:

3 d de cultivo

Descripcion microscopica:

10 d de cultivo 15 d de cultivo

Células en forma de cocos, con un tamafio <1 um y en su mayoria dispuestos en

tétradas. Presenta micelio vegetativo compuesto por hifas alargadas y poco

ramificadas, septadas y de = 2 um de ancho:

~Ba

"2 'to
¥ = %‘T

vwﬂ ‘

’ .,

o
, ‘r v"-

-
Q‘
.

ey

S
A4

vife
"

wﬁ

V

Tincion de Gram - 100X

Micelio vegetativo- 10
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5. CepaMFSR-5
Descripcion macroscopica:

Colonias de forma irregular, elevacion aplanada, superficie y margen irregular,
consistencia viscosa y color amarillo oscuro. Con 10 d de siembra, las colonias se
secan desde el centro hacia la periferia. Se observa difusion de pigmento de color

pardo al medio.

20 d de cultivo

Descripcion microscopica:

Células en forma de cocos con un tamafio <1 um y organizados en cadenas de 3
— 6 cocos. Presenta micelio vegetativo compuesto por hifas alargadas,

ramificadas, sin septos, = 1 um de ancho y con células en su interior:
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Tincién de Gram - 100X Micelio vegetativo - 10X
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6. CepaMFSR-6

Descripcion macroscopica:
Colonias de forma redonda, elevacion umbonada, superficie lisa, consistencia
viscosa, margen ondulado, de color naranja opaco en el centro y translucida en los

bordes. Tamafo de las colonias de 3 — 6 mm:

20 d de cultivo

Descripcion microscopica:

Células en forma de bacilos irregulares, largos y/o cortos, con un tamafio = 1 um
de largo por 0.5 — 0.7 um de ancho. Micelio vegetativo poco ramificado y micelio
aéreo con hifas ramificadas, de longitud variable, sin septos y esporangiéforos en

apices:

- A ",‘
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Tincién de Gram - 100X Micelio aéreo - 10X
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7. CepaMFSR-7

Descripcion macroscopica:
Colonias de forma redonda, convexa, superficie rugosa, margen irregular, de color
crema claro brillante y consistencia cremosa. Tamarfio de la colonia de 1 — 2 mm.

En cultivos >15 dias se observa pigmento de color pardo difusible al medio:

15 d de cultivo

Descripcion microscopica:
Células cocoides de forma irregular, en su mayoria de tamafio <1 um de diametro,
individuales o fusionadas. Micelio aéreo con hifas ramificadas, alargadas, sin

septos, esporangiéforos en zonas intermedias y presencia de esporas:

‘,_su
i d L

Tincién de Gram - 100X Micelio aéreo - 40X
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8. CepaMFSR-8

Descripcion macroscopica:

Colonias de color naranja, brillante, redondas, convexas, con superficie lisa,
margen entero y consistencia gelatinosa. En cultivo 25 dias el color naranja se
observa en el centro de la colonia y en el borde es translucido. Tamafo de las

colonias de 1.5 — 3 mm. No se presentan pigmentos difusibles al medio:

10 d de cultivo

Descripcion microscopica:
Cocos con un tamafio >1um, dispuestos de forma individual, diplococos y algunas
tétradas. Micelio vegetativo con hifas alargadas sin septos, ramificadas y con

células cocales en su interior:

» ,.»"& g
Tincion de Gram - 100X Micelio vegetativo- 100X

30



9. CepaMFSR-9
Descripcion macroscopica:

Colonias <3 dias de color blanco con matices tornasoles, forma irregular,
superficie lisa con pliegues, margen irregular y consistencia cremosa. Cultivos 210

dias colonias de color naranja y superficie cerebriforme. No difunde pigmento al

medio:

3 d de cultivo 10 d de cultivo

Descripcion microscopica:

Células en forma de cocos y cocoides con un tamafio <lum dispuestos en su
mayoria en cadenas de 3 — 6 células. Micelio vegetativo con hifas alargadas, sin

septos, poco ramificadas y con células cocoides en el interior:

Tincién de Gram - 100X Micelio vegetativo - 10X

31



10. Cepa MFSR - 10
Descripcion macroscopica:

Colonias <3 dias de color blanco con matices tornasoles, forma irregular,
superficie lisa con pliegues, margen irregular y consistencia cremosa. En cultivo

210 dias el color de las colonias es rosado, con superficie cerebriforme y

consistencia seca:

3 d de cultivo 10 d de cultivo 20 dias de cultivo

Descripcion microscopica:

Células cocobacilares con un tamafio < 1um, dispuestas en cadenas y/o en
empalizada. Micelio vegetativo poco ramificado y micelio aéreo con hifas de

longitud variable, ramificadas, sin septos y con conidiéforos:

5 um

Tincién de Gram - 100X Micelio aéreo — 100X
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11. Cepa MFSR - 11
Descripcion macroscopica:

Colonias de color amarillo, forma circular, elevacion convexa leve, margen entero,
superficie lisa y consistencia viscosa. No difunde pigmento al medio y el tamafio

de las colonias es = 3 mm:

10 d de cultivo

Descripcién microscoépica:

Células cocoides de tamafio = 1 um de largo por <1 um de ancho, individuales y/o
en cadenas de 3 — 7 células. Micelio vegetativo con hifas largas, septadas y

ramificadas formando una red:

Tincion de Gram - 100X Micelio vegetativo - 40X
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12. Cepa MFSR - 12
Descripcion macroscopica:

Colonias de color amarillo brillante, forma circular, elevacion convexa leve,
superficie lisa, margen entero y consistencia viscosa. No difunde pigmento al

medio y el tamafio de la colonia oscila entre 3 y 4 mm:

10 dias de cultivo

Descripcién microscopica:

Células con forma de cocos de tamafio <lum, organizados en su mayoria en
cadena. Micelio vegetativo con hifas poco ramificadas y micelio aéreo con hifas

alargadas, sin septos, ramificadas y esporangiéforos en su apice:

5 um

Tincién de Gram - 100X Micelio aéreo - 40X
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13. Cepa MFSR - 13
Descripcion macroscopica:

Colonias de color amarillo, forma redonda, elevacién convexa leve, superficie lisa,
margen entero y consistencia cremosa. El tamafio de las colonias oscila entre 3 - 4

mm y se observa pigmento de color pardo difusible al medio:

15 d de cultivo

Descripcién microscoépica:

Células con forma de cocos de tamafio >1um, individuales o fusionados. Micelio
vegetativo con hifas poco ramificadas, largas e irregulares, sin septos y con

células cocales en su interior:

5.4m’ ~10pm’

Tinciéon de Gram - 100X Micelio vegetativo — 40X
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14. Cepa MFSR - 14
Descripcion macroscopica:

Colonias de 48 h redondas, superficie lisa, elevacién convexa, margen irregular,
color blanco tornasolado, consistencia dura y tamafio =imm. A las 72 h se
observé micelio aéreo en forma de polvo blanco en el borde de la colonia y
secreciones viscosas. Cultivo 28 d con colonias de aspecto polvoso de color

blanco, forma irregular y exhibe pigmento difusible al medio de color café.

Presenta fuerte olor a tierra himeda:

%> 4
2 d de cultivo 15 d de cultivo

Descripcién microscoépica:

Células con forma de cocos individuales y/o dispuestos en cadenas, con un
tamafio >1 um. Micelio vegetativo ramificado con hifas no septadas, y micelio
aéreo ampliamente ramificado, con hifas alargadas, algunas terminadas en espiral

y largas cadenas de conidios:

Tincion de Gram - 100X Micelio aéreo — 100X
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15. Cepa MFSR - 15
Descripcion macroscopica:

Colonias <48 h de forma irregular, elevacion convexa, superficie lisa, consistencia
dura y color crema translucida. En cultivo 215 d colonias circulares, polvosas de
color blanco de = 4 mm, presenta pigmento difusible al medio de color pardo.

Envés de las colonias color café oscuro y presenta fuerte olor a tierra himeda.

2 d de cultivo 15 d de cultivo

Descripcion microscopica:

En su mayoria células cocoides de 1um, individuales y/o dispuestas en cadenas
de 3 — 6 células. Micelio vegetativo ramificado, y micelio aéreo con hifas
alargadas, ampliamente ramificadas formando una red, no septadas y cadenas de

conidios:
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Tincion de Gram - 100X Micelio aéreo - 10X
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16. Cepa MFSR - 16
Descripcion macroscopica:

Colonias color blanco, forma puntiforme de =1 mm, elevacidon convexa, margen
entero, superficie lisa y consistencia cremosa. Envés de las colonias color pardo y
no difunden pigmento al medio:

10 d de cultivo

Descripcién microscoépica:

Células en forma de cocos entre 1 — 1.5 um de diametro, dispuestos en su
mayoria en grupos de 2 o mas células. Presenta micelio aéreo ramificado con

hifas alargadas y esporangiéforos en el apice:

Tincién de Gram - 100X Micelio aéreo— 100X
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17. Cepa MFSR - 17
Descripcion macroscopica:

Colonias de forma irregular similar a molares entre 3 — 6 mm que penetran el
medio de cultivo, de color blanco, consistencia blanda, margen irregular, y no

difunden pigmento al medio:

30 d de cultivo

Descripcion microscopica:

Células coco-bacilares de =1 um, individuales e inmersos en una matriz. Micelio
vegetativo ramificado, y micelio aéreo con hifas alargadas, ampliamente

ramificadas, sin septos y con esporangiéforos en el apice:

-
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Tincion de Gram - 100X Micelio aéreo — 100X
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18. Cepa MFSR - 18
Descripcion macroscopica:

Cultivo =10 dias con colonias de forma irregular, superficie irregular, de color
blanco con secreciones liquidas de color crema y aspecto polvoso. En cultivo 230
dias, el color del polvo en los bordes de la colonia se oscurece en tonos cafés-
verdosos, permaneciendo el blanco en el centro de la misma e inverso de color

pardo:

10 d de cultivo 30 d de cultivo
Descripcion microscopica:

Células con forma de cocos individuales con un tamafio >1 pum. Micelio vegetativo
ampliamente ramificado, y micelio aéreo con hifas ramificadas formando una red,

sin septos y con conidioforos en algunos de sus apices con cadenas largas de

conidios:
. 5 ", S um
‘ >
Tincion de Gram - 100X Micelio aéreo — 100X
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19. Cepa MFSR - 19
Descripcion macroscopica:

Colonia de consistencia gelatinosa de color rosado translucido, forma irregular
extendida en la superficie del medio de cultivo. Las colonias no difunden pigmento

al medio:

10 d de cultivo

Descripcién microscoépica:

Células con forma de cocos de tamafio <1 um de diametro, individuales y/o en su
mayoria cadenas de 2 — 6 células. Micelio vegetativo poco ramificado, y micelio

aéreo con ramificacion dicotémica, hifas sin septos y presencia de esporas:
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Tincién de Gram - 100X Micelio aéreo — 100X
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20. Cepa MFSR - 20
Descripcion macroscopica:

Colonias de color blanco, forma filamentosa, consistencia viscosa, de tamafo

variable y sin presencia de pigmento difusible al medio:

10 d de cultivo

Descripcion microscopica:

Células cocobacilares de tamafio variable, en su mayoria de 5 um de largo por 4
um de ancho. Micelio vegetativo ramificado, y micelio aéreo poco ramificado con
hifas septadas, de longitud variable, con estructuras rectangulares en su interior y

esporangioforos en algunos de sus apices:
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Tincion de Gram - 100X Micelio aéreo — 10X
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21. Cepa MFSR - 21
Descripcion macroscopica:

Colonias contintas de forma irregular similar a molares entre 2 — 4 mm, color
blanco translucido, margen irregular, consistencia dura, y no difunde pigmento al

medio:

30 d de cultivo

Descripcién microscoépica:

Células con forma de cocos <1 um, individuales y/o dispuestos en aglomerados y
cadenas. Micelio vegetativo ramificado, y micelio aéreo poco ramificado, con hifas

de longitud variable, sin septos y esporangioforos en el apice:
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Tincion de Gram - 100X Micelio aéreo — 40X
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2.2 IDENTIFICACION MOLECULAR DE ACTINOBACTERIAS
Para complementar la identificacién taxonémica, se recurrio al apoyo de evidencia
molecular. Inicialmente, se obtuvieron extractos de ADN total bacteriano de cada

una de las cepas aisladas (Figura 2).

Figura 2. Gel 0.8% agarosa de extractos de ADN total de las cepas de aisladas.
Marcador de peso molecular 1 Kb Thermo Scientific® [M]. Extractos de las Cepa
MFSR-1 a MFSR-21 [1-21].

6000 pb
3000 pb

1000 pb

6000 pb
3000 pb

1000 pb

Los extractos de ADN total bacteriano, con un numero de pares de bases
estimado en >20 kb, fueron en su mayoria de buena calidad. No obstante, en los

carriles 9 y 10 (Cepas MFSR - 9 y MFSR - 10) se evidencia degradacion del ADN
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o la presencia de ARN, porque no se adicion6 RNAasa en el proceso de
extraccion. En general, los extractos presentaron un rendimiento de 0.25 pg — 12

ug.

Posteriormente, se hizo PCR con los ADN extraidos, buscando cubrir las regiones
hipervariables informativas del gen 16S rRNA en Actinobacteria, e.g., V3 y V5 (Li
et al., 2009), i.e., posiciones 433 — 497 y 822 — 879, respectivamente (Chakravorty
et al., 2007). Estas regiones se amplificaron con los oligonucleoétidos 27F y 1492R;
en los casos en los que no se logré un producto, se recurrié a los pares 338F —
907R, 338F — 1159R y 27F — 1159R, como se detalla en la Figura 3.

Figura 3. Gel 0,8% agarosa de amplificados parciales del gen 16S rRNA. M:
Marcador de peso molecular ‘100 pb Thermo Scientific®’. Carriles 1 — 13 [cepas
MFSR-1, 2, 4, 5, 6, 7, 13, 14, 15, 16, 19, 20 y 21], oligonucledtidos 27F y 1492R
(=1465 pb). Carriles 14 — 15 [cepas MFSR-3 y 9], cebadores 338F y 1159R (=820
pb). Carriles 16 — 18 [cepas MFSR-8, 10 y 12], cebadores 338F y 907R =569 pb.
Carril 19 [cepa MFSR-11], cebadores 27F y 1159R (=1132 pb).

3000 pb

1000 pb

500 pb =—

La secuenciacion directa de los amplificados se contratd con la empresa
Macrogen (Corea), en su mayoria con los dos oligonucledtidos con los que se
realizé la amplificacion por PCR. Las secuencias recibidas fueron verificadas para
evitar la presencia de anomalias tipo quimera y se procedi6é a asignar los taxones
a cada una de las cepas aisladas. Se identificaron cinco géneros, siendo

Streptomyces sp el mas representativo (Tabla 2). La mayoria de las secuencias
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presentaron una identidad =297% con las secuencias encontradas en las bases de
datos mediante BlastN (Tabla 2). No obstante, los porcentajes de identidad
obtenidos para las cepas MFSR-12 (94%) y MFSR-13 (92%) limitaron la
identificacion molecular de estas cepas a nivel taxonomico de género. En el caso
de las cepas MFSR-17 y MFSR-18 no se logrd asignacion taxondémica molecular,
en vista de que las secuencias recibidas fueron de mala calidad; de ahi su

ausencia en la Figura 3.

Tabla 2. Asignacién taxondmica de las cepas del phylum Actinobacteria aisladas
de ‘aguas miel’ con base en alineamientos BlastN del gen 16S rRNA.

Aislado P de acces0) e
MFSR-1 Streptomyces (EU384279) 98%
MFSR-2 Streptomyces (FJ951435) 99%
MFSR-3 Arthrobacter (KJ626449) 99%
MFSR-4 Micrococcus (KF424616) 99%
MFSR-5 Micrococcus (KJ843153) 99%
MFSR-6 Streptomyces (FJ867927) 99%
MFSR-7 Streptomyces (KF996505) 99%
MFSR-8 Gordonia (NC013441) 98%
MFSR-9 Gordonia (JQ658421) 99%
MFSR-10 Streptomyces (KF996505) 100%
MFSR-11 | Leifsonia (JX067673) 99%
MFSR-12 Streptomyces (JF751041) 94%
MFSR-13 Micrococcus (KC469953) 92%
MFSR-14 Streptomyces (KJ571077) 98%
MFSR-15 Streptomyces (AB184106) 97%
MFSR-16 | Streptomyces (AY641538) 99%
MFSR-17 No determinada

MFSR-18 No determinada

MFSR-19 | Streptomyces (AY641538) 99%
MFSR-20 Streptomyces (AY641538) 99%
MFSR-21 Streptomyces (FJ867927) 99%
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Posteriormente, con base en los géneros determinados por BlastN, se realiz6 la
captura de secuencias de referencia sugeridas en el manual de bacteriologia
determinativa de Bergey’s (2012) (Tabla 3). Un arbol de distancia fue construido
con las secuencias obtenidas, las sugeridas en el manual de bacteriologia
determinativa de Bergey’s (2012) y las alojadas en la base de datos de Genbank
(Figura 4). De acuerdo con los valores de identidad, las secuencias se agruparon
con los grupos taxonémicos Streptomyces, Micrococcus, Gordonia, Arthrobacter y
Leifsonia (Fig. 4).

Tabla 3. Secuencias de referencia tomadas de Bergey’s (2012). Se diferencian los
5 géneros identificados por colores.

Secuencias de referencia

Especie sugerida No. Acceso
Leifsonia aquatica D45057
Leifsonia shinshuensis DQ232614
Arthrobacter uratoxydans X83410
Arthrobacter nicotianae X80739
Arthrobacter arilaiti AJ609628
Micrococcus flavus DQ491453
Micrococcus luteus AJ536198
Micrococcis yunnanensis FJ214355
Gordonia rhizosphera AB004729
Gordonia terrae X79286
Gordonia aichiensis X80633
Streptomyces bluensis X79324
Streptomyces synnematoformans EF121313
Streptomyces caeruleus EF178675
Streptomyces aurantiacus AJ781383
Streptomyces colombiensis DQ026646
Streptomyces galbus X79852
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Finalmente, se procedi6é a la determinacion definitiva de las 21 cepas aisladas,
complementando la caracterizacion morfolégica con la molecular (Tabla 4). Se
concluyo la presencia de 3 6rdenes y 5 géneros de actinobacterias en las ‘aguas
miel: Corynebacteriales (Gordonia sp), Micrococcales (Micrococcus sp,
Arthrobacter sp y Leifsonia sp) y Streptomycetales (Streptomyces sp). Este ultimo

género fue el méas representativo, con 14 cepas (67%) (Figura 5).
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Figura 4. Arbol de distancia inferido a partir de secuencias del gen 16S rRNA de
cepas de Actinobacteria, mediante el método de Neighbor-Joining. El arbol
consenso bootstrap inferido de 1000 réplicas es tomado para representar las
relaciones entre los taxa analizados. El arbol es dibujado a escala, con la longitud
de las ramas en las mismas unidades de las distancias evolutivas usadas para
inferir el arbol. Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el método de
Kimura 2-parametros y estan en unidades de namero de sustituciones por sitio. El
andlisis involucré 19 secuencias nucleotidicas. Todas las posiciones incluyendo
gaps y datos perdidos fueron eliminadas y el conjunto de datos final esta
representado en 817 posiciones. Los analisis de distancia fueron construidos en
Geneious®.
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Tabla 4. Determinacion taxondémica de las cepas del phylum Actinobacteria
aisladas de ‘aguas miel’ con base en caracterizacion morfolégica y molecular del
gen 16S rRNA. Abreviaturas: MA — micelio aéreo, EPG — esporangitéforo, EP —
esporas, CCB - ciclo de crecimiento bacilococoide, MV — micelio vegetativo, C —
cocos, CN — color naranja, CDF — conidiéforos, CA — color amarillo, G — geosmina,
ASR — Agrupacion con secuencia de referencia.

Cepa Determinacién SU[eEE
Morfologia Molecular

MFSR-1 Streptomyces sp MA, EPG, EP 98% I, ASR
MFSR-2 Streptomyces sp MA, EPG, EP 99% I, ASR
MFSR-3 Arthrobacter sp CCB, MV 99% I, ASR
MFSR-4 Micrococcus sp C, MV 99% I, ASR
MFSR-5 Micrococcus sp C, MV 99% I, ASR
MFSR-6 Streptomyces sp MA, EPG, EP 99% I, ASR
MFSR-7 Streptomyces sp MA, EPG, EP 99% I, ASR
MFSR-8 Gordonia sp CN, MV 98% I, ASR
MFSR-9 Gordonia sp CN, MV 99% I, ASR
MFSR-10 Streptomyces sp MA, CDF 100% I, ASR
MFSR-11 Leifsonia sp CA, MV 99% I, ASR
MFSR-12 Streptomyces sp MA, EPG, EP ASR
MFSR-13 Micrococcus sp C, MV ASR
MFSR-14 Streptomyces sp MA, CDF, G 98% I, ASR
MFSR-15 Streptomyces sp MA, CDF, G 97% I, ASR
MFSR-16 Streptomyces sp MA, EPG, EP 99% I, ASR
MFSR-17 Streptomyces sp MA, EPG, EP
MFSR-18 Streptomyces sp MA, CDF
MFSR-19 Streptomyces sp MA, EPG, EP 99% I, ASR
MFSR-20 Streptomyces sp MA, EPG, EP 99% I, ASR
MFSR-21 Streptomyces sp MA, EPG, EP 99% I, ASR
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Figura 5. Distribucion de géneros de actinobacterias identificados con base en el
gen 16S rRNA y caracteristicas morfologicas.

M Streptomyces
i Micrococcus
# Arthrobacter
i Gordonia

i Leifsonia

2.3 CRIOPRESERVACION DE CULTIVOS.

Las 21 cepas aisladas fueron criopreservadas en 20% glicerol de acuerdo al
protocolo propuesto por Sambrook & Russell (2001). Las cepas fueron
almacenadas a -70° C por triplicado en el cepario del Laboratorio de Biologia
Molecular de la Escuela de Biologia-UIS. Las cepas quedaron a disposicién del
macroproyecto en el cual se desea evaluar la produccion de hidrégeno molecular

en estas cepas.
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3 DISCUSION

En el presente estudio se aislaron 21 cepas de actinobacterias provenientes de
‘aguas miel’, de un cultivo de café organico de La Mesa de Los Santos
(Santander). La caracterizacion morfolégica confirmé que el 100% pertenece al
phylum Actinobacteria; todas las cepas aisladas fueron Gram-positivas, de
morfologia variable. De 17 de ellas, se logré la identificacion molecular y se
corroboraron los taxones complementando con los datos morfolégicos. Dos cepas
exhibieron identidades de secuencia inferior a 95% y de otras dos, las secuencias
fueron de mala calidad. Tomados en conjunto, los resultados arrojaron que en las
‘aguas miel’, del cultivo de café organico de La Mesa de Los Santos, coexisten
representantes de al menos tres 6rdenes (Micrococcales, Streptomycetales y
Corynebacteriales) y cinco géneros (Streptomyces, Micrococcus, Arthrobacter,

Leifsonia y Gordonia).

Aunque efectuamos una busqueda exhaustiva de reportes de actinobacterias
provenientes de ‘aguas miel’, no encontramos estudios publicados al respecto. De
esta manera, este estudio se puede considerar el primer reporte de la presencia
de actinobacterias en ‘aguas miel’ y los grupos taxondmicos que componen esta

comunidad.

Los resultados encontrados en este estudio muestran una composicion de la
comunidad de actinobacterias mas rica, en comparacion con los reportes de otros
residuos cafeteros como lombricompuestos del beneficiado humedo del café
(Blandon et al. 1999) y el procesamiento seco natural de café (Silva et al., 2000 y
2008). Las razones de estas diferencias podrian ser las condiciones de las etapas
del beneficiado (temperatura, humedad, pH, flora microbiana), calidad de higiene y

las variedades de café procesadas (Silva et al., 2000).
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La presencia de los géneros aislados es coherente con la composicion y
propiedades fisicoquimicas de las ‘aguas miel'. Por ejemplo, el género Leifsonia
puede estar presente, como consecuencia de la acidificacion del sustrato por
fermentacién natural (pH 6.3 a pH 4.1) (Avallone et al., 2001); dificilmente crece a
pH neutro (Goodfellow et al., 2012). ElI género Streptomyces abunda,
probablemente debido a la multiplicidad de caracteristicas morfologicas,
fisiolégicas y bioquimicas que puede presentar (Anderson y Wellington, 2001;
Goodfellow et al., 2012); de ahi su éxito para habitar en una amplia gama de
ambientes, tanto terrestres como acuicolas (Flardh y Buttner, 2009; Goodfellow et
al., 2012). Estos microorganismos juegan un papel importante en el reciclaje de la
materia organica, degradando compuestos recalcitrantes, entre ellos celulosa,
pectinas, lignocelulosa, xilosa, todos constituyentes del mucilago (Ventura, 2007;
Goodfellow et al., 2012).

Las caracteristicas morfologicas descritas para los 21 aislados se complementaron
con técnicas moleculares basadas en el gen 16S rRNA, para una identificacion
mas precisa (Mignard y Flandrois, 2006; Petti, 2007). Se logré una identificacion
exitosa a nivel de género para la mayoria de las cepas aisladas.

Las regiones hipervariables del gen 16S rRNA utilizadas (Li et al., 2009) fueron lo
suficientemente informativas para la identificacion de microorganismos del phylum
Actinobacteria (i.e., V3 (433 — 497) y V5 (822 — 879)). La identificaciéon de las
cepas de Streptomyces se realiz6 mediante el par de oligonucleétidos 27F —
1492R; sin embargo, este par no funcion6 para dos de ellas (MFSR-10 y MFSR-
12). Esto pudo deberse a una mayor variabilidad de las secuencias nucleotidicas
en el sitio de unién del oligonucledtido (Lilja T. 2013). No obstante, con el par de
oligonucleotidos 338F — 907R se logro su identificacion exitosa.

Las cepas MFSR-12 y MFSR-13 presentaron baja identidad (<95%), limitando su

definicion taxondmica. Su morfologia es coherente con las propiedades de los
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actinobacterias (e.g., micelio vegetativo ramificado y/o aéreo, esporangioforos y
esporas) y aunque de todas maneras se agrupan con las actinobacterias
(Micrococcus sp y Streptomyces sp), no podemos afirmar que realmente

pertenezcan a estos géneros.

Para las cepas MFSR-17 y MFSR-18 no fue posible la identificacion molecular.
Lamentablemente las secuencias fueron ilegibles o muy cortas (<500 pb),
problema ya reportado en otros estudios de identificacion microbiana con el gen
16S rRNA (Janda y Abbott, 2007). Sin embargo, la morfologia es muy propia de
las actinobacterias y es casi valido especular que se trata del género

Streptomyces.

El proposito de este estudio era el aislamiento e identificacion de cepas de
actinobacterias, en el marco de un macroproyecto que pretende evaluar la
produccion de hidrégeno molecular en este grupo bacteriano. De esta manera,
concluimos que los objetivos se cumplieron aungue falta evaluar su eficiencia en la
produccion de H,. Es recomendable que a los aislados que presenten una
produccion de H, interesante para los propositos del macroproyecto, se les
apliguen pruebas bioguimicas que ratifiguen la determinacién taxonomica

adelantada en este trabajo.
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4 CONCLUSIONES
Se obtuvieron 21 aislados de actinobacterias a partir de las piscinas de tratamiento
de mucilago de café organico ‘aguas miel’ de la Hacienda “El Roble”.
La identificacion molecular de los 19 aislados fue exitosa con el uso de los 4
diferentes pares de oligonucleotidos del gen 16S rRNA, siendo coherente con las

caracteristicas morfoldgicas tipicas de actinobacterias.

Los 21 aislados se distribuyeron en 5 géneros diferentes del phylum

Actinobacteria, siendo Streptomyces el mas representativo (67%).

Este trabajo es el primer reporte de la presencia de actinobacterias en ‘aguas miel’

y los grupos taxonémicos que componen esta comunidad.

Las 21 cepas estan criopreservadas en los laboratorios del CINBIN vy listas para la
evaluacion de la produccion de H..
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5 RECOMENDACIONES

Se recomienda analizar a partir de las cepas de actinobacterias aisladas, la

capacidad de produccion de moléculas como fuente de biogas.

Ademas, para las cepas que se destaquen en la produccion de H», se recomienda
implementar técnicas bioquimicas que permitan complementar la informacion

obtenida.
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