/N Microbiota en fluido ruminal bovino, cMiNA

Capitulo V

Coleccion de Microorganismos con Intereés
en Nutricion Animal (cMmina)

Juan Camilo Ovalle Masmela
Lina Marcela Botero Rute

Rocio Fenney Herrera Ledn
Fernando Rodriguez Villamizar
Hugo Rodolfo Jiménez Sabogal

Corporacién Colombiana de Investigacién Agropecuaria
(acrosavia). Centro de Investigacion Tibaitata. Mosquera,
Cundinamarca, Colombia.

Autor de correspondencia: Hugo Rodolfo Jiménez Sabogal;
correo electrénico: hjimenez@agrosavia.co




126

Capitulo V. Coleccién de Microorganismos con Interés en Nutricion Animal (cmina)

La cMiINA conserva 164 accesiones de bacterias, divididas en dos grandes gru-
pos: el primero esta conformado por bacterias anaerobias aisladas del tracto
gastrointestinal de algunos herbivoros domésticos v silvestres, entre los cuales
se encuentran razas de bovinos criollos, chiguiro, danta v agutf. el segundo
grupo corresponde a bacterias acido-lacticas aisladas de ensilajes de avena
y maiz del altiplano cundiboyacense. Adicionalmente, la coleccién cuenta con
4 accesiones de hongos anaerobios ruminales. Los microorganismos conte-
nidos en esta coleccién son nativos y de interés pecuario, principalmente, y
esta fue conformada a partir de colectas realizadas en el pafs, por lo que re-
presentan una riqueza genética de la diversidad microbiana colombiana. Con
el fin de conservar esta diversidad y evitar su erosion y pérdida, se requiere
la implementacion de técnicas de conservacion a largo plazo, efectivas y a
bajo costo, que garanticen la preservacion de las caracteristicas genéticas y
fisiolégicas de los microorganismos que la componen.

Bacterias en fluido ruminal, cmina N

Importantes esfuerzos han sido realizados para la implementacion de técnicas
de conservacion a largo plazo, como la criopreservacion a temperaturas de
-80 °C y con nitrégeno liquido a 196 °C, ademés del estudio de protocolos
para la implementacion de la liofilizacion, procesos que buscan asegurar la iden-
tidad genética vy la actividad biologica de los microorganismos; sin embargo, el
grupo de investigacion asociado a la coleccion se mantiene en constante bus-
queda de otras alternativas de conservacion, eficaces y a bajo costo, para garan-
tizar la integridad de las accesiones y de sus copias o duplicados de seguridad.
Por otro lado, las condiciones de conservacion de microorganismos de origen
ruminal requieren de mayor estudio, dado que son sensibles a las condiciones
ambientales naturales, motivo por el cual deben replicarse las condiciones del
rumen para su cultivo, mantenimiento y posterior conservacion.

Para el caso de los hongos ruminales de la cmiNa, la conservacion en nitrégeno
liquido ha afectado, con el tiempo, la viabilidad de estas accesiones, lo que ha
llevado a mantener el estudio de nuevas metodologias de conservacion para
este tipo de microorganismos. Ademés de la autentificacion y caracterizacion



de las cepas de la coleccién a partir de atributos como la morfologfa, la pro-
duccion de &cidos grasos volétiles (acv), las variables cinéticas y la produccion
de algunas enzimas, la coleccion almacena la informaciéon en bases de datos
que garantizan su trazabilidad, ademas de que cuenta con pasaportes de
cada cepa en aras de conservar una coleccion lo méas cercana posible a los
estandares internacionales.

Cabe agregar que el mantenimiento y control de calidad de las cepas hace
parte de los procedimientos de rigor en una coleccion de microorganismos,
razon por la cual esta tarea es tan importante para la cMina. Asf, teniendo en
cuenta que las accesiones se almacenan por largos periodos de tiempo, se
hace una revision periédica de su viabilidad para garantizar que se mantenga
en el tiempo o que, por o menos, disminuya muy lentamente.

Los rumiantes

Los rumiantes han sido uno de los aliados clave para la supervivencia de los
humanos, no solo por proveer proteina de buena calidad, sino también por ser
fuente de abrigo, transporte, fuerza, religion y herramientas. Los rumiantes com-
prenden el suborden Ruminantia, el orden Artiodactyla y la clase Mammalia.
Actualmente hay més de 180 especies de rumiantes que varian en tamafio
y habitan diferentes areas geograficas del mundo. Estos animales herbivo-
ros poseen la habilidad de convertir los forrajes en carne vy leche (figura 27),
caracteristica que se basa en la posibilidad de degradar los hidratos de carbono
estructurales presentes en los forrajes gracias a la accién de microorganismos

anaerobios que habitan en el rumen (Jami et al, 2014; Krause et al, 2003). 127
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Figura 27. Bovino de la raza Criolla Casanare.
Fuente: Archivo cMINA, AGROSAVIA CI Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca.
Autor: Juan Camilo Ovalle Masmela
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Esofago

El reticulo-rumen

Este érgano es una cadmara de fermentacion con capacidad de almacena-
miento variable en los rumiantes en la cual se almacenan los alimentos que
ingiere el animal y donde son fermentados por las poblaciones microbianas
(Dehority, 2002). El reticulo-rumen se localiza en el lado izquierdo de la cavi-
dad abdominal del animal y esté dividido en sacos y varios pilares (figura 28).
Para el caso de la regién del reticulo, el epitelio forma pliegues que confor-
man una estructura en forma de panal, mientras que, en cuanto al rumen,
la pared ruminal esta cubierta de papilas en las que ocurren los procesos
de absorcién (Hofrann, 1989; Van Soest, 1994, capitulo 3). Es importante
resaltar que el rumen no es un érgano glandular, razén por la cual no secreta
enzimas digestivas capaces de hidrolizar los constituyentes que conforman el
tejido vegetal de los forrajes que consumen los rumiantes. Una vez el forraje
se aloja definitivamente en el rumen después de ser triturado por la accién
mecénica de la masticacion y un periodo de rumia, es activamente coloniza-
do vy transformado por la accion de los microorganismos anaerobios, con la
ayuda de los movimientos peristalticos de la pared del rumen (Theodorou &
France, 2005).

Anaerobico S

Orificio
reticulo-omasal

Flujo semicontinuo 38-40°C

Movimientos
peristalticos

» Remocion de
subproductos de
fermentacion

12-18% de sélidos

Reticulo

Figura 28. Modelo esquematico del rumen.

Fuente: Archivo cMINA, AGROSAVIA. I Tibaitaté, Mosquera, Cundinamarca. Autor: Hugo Rodolfo Jiménez
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La mayoria de los rumiantes del mundo todavia se alimenta principalmen-
te de dietas basadas en forrajes, los cuales son triturados por procesos de
masticacion vy rumia que mejoran el desemperfio de los microorganismos en
el rumen al degradar los componentes solubles e insolubles de los tejidos
vegetales (Theodorou & France, 2005). Los microorganismos se adhieren y
colonizan los tejidos vegetales infligiendo un dafo fisico que permite la pene-
tracion de la totalidad de las células vegetales. A lo largo de este proceso, los
microorganismos liberan diversas enzimas que hidrolizan las complejas cade-
nas de polisacaridos de la fibra en azlcares mas simples como mondmeros
y dimeros (Krause et al, 2003; Theodorou & France, 2005). Los mismos mi-
croorganismos fermentan estos azUcares y producen diferentes Acv, como el
acético, el propionico y el butirico, principalmente, asi como metano y didxido
de carbono. Aunque el animal eructa los gases al ambiente, los AGv se absor-
ben a través de la pared del rumen vy luego son conducidos por el torrente
sanguineo, donde finalmente se convierten en azlcares v lipidos requeridos
por el animal para la produccion de energia y la construccion de tejidos. En
cuanto a la proteina microbiana producida durante este proceso, esta se hi-
droliza a aminoacidos vy péptidos, v luego cada amino4cido se desamina a
amoniaco y un 4cido graso. Parte del amoniaco, la energia v otros productos
del metabolismo microbiano, junto con algunos componentes del alimento,
proporcionan los materiales para la sintesis de nuevas células microbianas. El
resto de las proteinas y energla generadas por la transformacion de los tejidos
vegetales ingeridos por el animal se utilizan en los procesos de crecimiento,
mantenimiento y produccion (Cammack et al, 2018).
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Figura 29. Bacterias anaerobias ruminales en fresco. a. Streptococcus bovis;

b. Ruminococcus flavefaciens.

Fuente: Archivo cMiNA, AGROSAVIA. €I Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca. Autor: Juan Camilo Ovalle Masmela
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Bacterias

Las bacterias son el grupo predominante en el rumen: se calcula que el 95 %
de las células (10'°-10" células/g de contenido) corresponden a este grupo, vy
su biomasa representa del 70 al 80 % del total de los microorganismos allf
presentes (Fouts et al, 2012; Puniya et al, 2015; Theodorou & France, 2005).
Debido a su amplia diversidad metabdlica, se ha considerado clasificar a las
bacterias segun la preferencia de uso de sustratos vy la produccion de subpro-
ductos de la fermentacion (Cammack et al, 2018). Con base en lo anterior,
las bacterias se pueden clasificar en degradadoras de celulosa, hemicelulosa
y almidén; utilizadoras de acido; bacterias proteoliticas, v bacterias lipoliticas,
entre otras; algunas especies se encuentran en dos o méas de estas categorias
(Edwards et al, 2004; McSweeney et al, 2005). Para el caso de dietas ricas
en fibra, que contienen celulosa y hemicelulosa, las bacterias més representa-
tivas son Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus flavefaciens, Ruminococ-
cus albus, Butyrivibrio fibrisolvens y Prevotella ruminicola (iiguras 29 y 30)
(Domingues Millen et al, 2016).

10KV~ X20,000 1pm UNIANDES 10kV  X7,500 2pm UNIANDES

Figura 30. Bacterias anaerobias ruminales de la Coleccién de Microorganismos
con Interés en Nutricion Animal (cMiNa) en microscopia electrénica confocal. a. Streptococcus

bovis; b. Butyrivibrio fibrisolvens
Fuente: Archivo cMiNA, AGROSAVIA. ¢ Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca.
Autor: Centro de Microscopia Electrénica de la Universidad de los Andes

Hongos

Los hongos del rumen son un grupo inusual de microorganismos zoosporicos
simbidticos que desempefian una funcién relevante en la colonizacion y trans-
formacion de los tejidos vegetales en el rumen (Orpin, 1975). Estos microorga-
nismos son anaerobios obligados v su abundancia podria llegar hasta el 20 %
de la biomasa microbiana total (segin el método de cuantificacion) en el
rumen (Rezaeian et al, 2004); sin embargo, su contribucion a la degradacion



Conservacion y manejo de la diversidad microbiana en los Bancos de Germoplasma
para la Alimentacion y la Agricultura en Colombia

de los tejidos vegetales aun no se ha determinado con exactitud. Poseen una
maquinaria enzimética compleja necesaria para la descomposicion de los
componentes de la pared celular de la planta, incluidas las celulasas, xilana-
sas, mannasas, esterasas, glucosidasas vy glucanasas (Gruninger et al, 2014).
Ademaés de su potencial enzimético, los hongos pueden fracturar fisicamente
los tejidos vegetales v, asi, facilitar los procesos de colonizacion microbiana
(Akin & Bornerman, 1990). El ciclo de vida de los hongos se alterna entre una
etapa de zoospora (movil) y una etapa vegetativa (no maovil) (figura 31). Las
zoosporas producidas en el esporangio son atraidas a los tejidos vegetales
recién ingeridos, presumiblemente por la respuesta quimiotactica a azUcares
solubles o &cidos fendlicos (Windham & Akin, 1984: Wubah & Kim, 1996)
Las zoosporas liberadas se adhieren a los fragmentos de alimento, donde se
enquistan y posteriormente germinan para producir un talo compuesto de
rizoides y esporangios. El sistema rizoidal puede ser altamente ramificado y
puede penetrar profundamente en los tallos de las plantas, con lo que ayuda
a la degradacion de los componentes de la pared celular. Los hongos anae-
robios han sido clasificados en una sola familia, Neocallimasticaceae, dentro
del filo Neocallimastigomycota, recientemente establecido. Actualmente, se
han descrito once géneros de hongos anaerobios: Neocallimastix, Piromyces,
Caecomyces, Anaeromyces, Cyllamyces, Orpinomyces, Buwchfawromy-
ces, Oontomyces, Feramyces, Pecoramyces y Liebetanzomyces (Gruninger
et al, 2014: Joshi et al, 2018).

Figura 31. Hongo anaerobio ruminal monocéntrico en microscopia convencional.
Nota: Rm: rizomicelio filamentoso; em: esporangio maduro.
Fuente: Archivo cMINA, AGROSAVIA. €I Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca.
Autor: : Hugo Rodolfo Jiménez Sabogal
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Bacterias acido-lacticas (BaL)

Las bacterias acido-lacticas (BAL) son un grupo heterogéneo de microorganis-
mos anaerobios facultativos, Gram-positivos, no pigmentados, no esporula-
dos y catalasa-negativos. Estos tienen la capacidad de fermentar un amplio
rango de fuentes de carbohidratos a subproductos como el 4cido lactico, el
acido acético y el CO,. También tienen la capacidad de producir moléculas
antimicrobiales como las bacteriocinas (Kandler, 1983). La produccion de é&ci-
do l&ctico es clave en la conservacion de alimentos, ya que se acidifica el me-
dio, lo que evita el deterioro y extiende la vida Util de los productos, ademés
de que actla como inhibidor para el crecimiento de microorganismos consi-
derados como indeseables. Como caracteristica principal para su crecimiento
in vitro, las bacterias lécticas requieren aminoacidos especificos, vitaminas B y
otros factores de crecimiento, y ademas son incapaces de tilizar hidratos de
carbono complejos (Hassan & Frank, 20071 Stanley, 1998).

Las BAL pueden ser aisladas de diversos ambientes naturales, como el tracto
gastrointestinal de vertebrados, productos lacteos, suelos y plantas (Narvhus
& Axelsson, 2003). De acuerdo con la actual clasificacion taxondmica, las saL
se agrupan en el filo Firmicutes, la clase Bacilli y el orden Lactobacillales, que
comprende las siguientes familias: Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Entero-
coccaceae, Leuconostocaceae, Lactobacillaceae y Streptococcaceae (Stiles &
Holzapfel, 1997). Adicionalmente, segin el criterio taxondmico genético, existen
doce géneros de bacterias lacticas: Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus,
Leuconostoc, Enterococcus, Pediococcus, Vagococcus, Aerococcus, Alloiococ-
cus, Tetragenococcus, Carnobacterium y Weissella (figura 32) (Fox et al, 2017).

Las bacterias lacticas pueden clasificarse también por un criterio taxondmico
fenotipico que incluye la apariencia morfolégica (bacilos o cocos), la fermen-
tacion de los hidratos de carbono (homofermentativas, heterofermentativas
facultativas o heterofermentativas estrictas), el intervalo de temperatura de
crecimiento (mesofilas o termdfilas) y la tolerancia a la sal (halotolerantes o no
halotolerantes) (Drinan et al, 1976; Morales et al, 2011 Ni et al, 2015).

Ademés de &cido lactico, se ha reportado que las Bal producen otros produc-
tos de fermentacién con actividad antibacteriana y antifngica, como é&cido
acético, perdxido de hidrégeno y bacteriocinas (Ariyapitipun et al, 1999; Dri-
nan et al, 1976; Morales et al, 2011, Ni et al, 2015). Por otro lado, se ha suge-
rido que las 8aL pueden actuar como promotoras del crecimiento en plantas
como el repollo vy el tomate en la medida que producen compuestos volatiles
relacionados con la promocion del crecimiento (Giassi et al, 2016; Parada et
al, 1998: Vieco-Saiz et al, 2019).



Conservacion y manejo de la diversidad microbiana en los Bancos de Germoplasma
para la Alimentacion y la Agricultura en Colombia

10kV  X20,000 1pm UNIANDES 10kV  X7,000 2pm UNIANDES

Figura 32. Bacterias 4cido-lacticas de la cMINA en microscopia electréonica confocal. a. Pediococcus
acidilactici: b. Lactobacillus rhamnosus.
Fuente: Archivo CMINA, AGROSAVIA. CI Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca.
Autor: Centro de Microscopia Electrénica de la Universidad de los Andes

Cultivo de microorganismos anaerobios

Para el aislamiento de microorganismos anaerobios ruminales, se debe tener
en cuenta los siguientes materiales. Con respecto a los microorganismos, se
debe recordar su sensibilidad a las condiciones aerobias normales.

Redes de gasificacion

Es importante contar con una red de gases, ya sea por tuberfa de cobre o por
mangueras de silicona flexible; el calibre y grosor serd el requerido segun el

tipo de acople de la manguera (figura 33). 133

Figura 33. Acoples utilizados para la red de gases de CO,,
Fuente: Archivo cmiNa, AGROSAVIA. CI Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca.
Autor: Lina Marcela Botero
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La red de gasificacion debe contar con agujas de canula en acero inoxidable
(15 % 150 mm) (figura 34) acopladas a la red. Respecto de los gases necesa-
rios para generar una atmasfera anaerobia, se recomienda el uso de cilindros
de gas con CO,, N, o en mezcla de gases CO,, N, y H, (8015:5) libres de
oxigeno (menos de 5 ppm) y de alta pureza (Cox & Mangels, 1976).

Figura 34. Aguja de gasificacion de canula en acero inoxidable.

Fuente: Archivo cMiNa, AGROSAVIA. ¢ Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca.

Autor: Lina Marcela Botero

Para los puntos de distribucion de medios de cultivo, es necesario contar con
0 elaborar un sistema de gasificacion para tubos anaerobios (figura 35); este
sistemna permitird garantizar que los medios de cultivo se mantengan anaero-

bios gracias a la atmasfera reducida en O,

Figura 35. Montaje de gasificacién para tubos tipo Hungate y Blach.
Fuente: Archivo cMINA, AGROsAVIA. CI Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca.

Autor: Lina Marcela Botero
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Ambientes anaerobios

Los microorganismos anaerobios requieren de condiciones anoxigénicas para
su crecimiento y viabilidad, por lo que existen diferentes ambientes que pue-
den asegurar la atmosfera necesaria para su desarrollo. La coleccion cvina
realiza sus procesos en camara anaerdbica (figura 36). De acuerdo con las
especificaciones del fabricante, el oxigeno es eliminado de la cdmara gracias
a un catalizador de paladio que reacciona con una mezcla de gases que con-
tiene H,< 5 % y forma agua. Para asegurar el ambiente anaerobio, la camara
cuenta con una exclusa de vacio programable que permite reducir los niveles
de oxigeno contenidos en los materiales, y ademéas previene el contacto con
las condiciones ambientales externas. Una de las ventajas de la cabina es
que permite el ajuste de dos temperaturas dentro del globo, una temperatura
general y otra que se da gracias a la incubadora integrada. La cdmara est4
hecha de pvc flexible y cuenta con un marco de aluminio.

Figura 36. Camara anaerdbica usada en la cMINA.
Fuente: Archivo cMiNA, AGROSAVIA. €I Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca.

Autor: Lina Marcela Botero

Los procesos anaerébicos también pueden llevarse a cabo en jarras de
anaerobiosis (figura 37), las cuales estan disefiadas para una capacidad espe-
cifica y son aptas para tubos vy cajas de Petri tanto de vidrio como de plastico.
Las jarras deben llevar en su interior un generador de CO,; la absorcion del

\ —
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oxigeno ocurre en 30 minutos y genera niveles de oxigeno menores al 1 %; el
interior de la jarra se mantiene en un nivel del 9 al 13 %.

Figura 37. Jarra de anaerobiosis.
Fuente: Archivo cMINA, AGROSAVIA. CI Tibaitatd, Mosquera,
Cundinamarca. Autor: Lina Marcela Botero

Otro método para garantizar las condiciones anoxigénicas es el uso de la ca-
mara anaerdbica portétil, la cual consta de una bolsa hermética que permite
la entrada del material a trabajar, asf como la entrada de gases, mediante una
manguera ubicada en un extremo de esta, o que permite trabajar bajo diver-
sas condiciones de atmosfera, segln se requiera; su principal utilidad se da
en salidas de campo, ya que permite manipular muestras que requieran estar
protegidas de las condiciones ambientales normales, ademéas de su facil uso
y transporte. Para su uso, se requiere de cilindros pequefios de gases para su
purga y llenado.

136

Figura 38. Camara anaerdbica portatil.
Fuente: Archivo cMINA, AGROSAVIA. CI Tibaitata, Mosquera, Cundinamarca.

Autor: Lina Marcela Botero
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Tubos de cultivo

El material de vidrieria utilizado para la elaboraciéon de los medios de cultivo,
tanto liquidos como solidos, debe ser especifico para este uso, por lo que se
cuenta con dos tipos de tubo de cultivo que garantizan que la condicion anae-
robia se mantenga. El primer tipo de tubo es el Hungate, hecho de vidrio de
borosilicato tipo 1, clase B, que se utiliza con un tapdn de caucho butilo y una
tapa rosca con abertura de 9 mm que permite la entrada de agujas al interior
sin cambiar la atmdsfera interna; la importancia de los tubos yace en el tipo
de tapdn, que debe ser de butilo, ya que evita el paso de oxigeno al interior
del tubo (figura 39).

Por otro lado, el segundo tipo de tubo es el Blach (figura 40), Util para el
método de roll-tube y para el aislamiento de hongos anaerobios; ademés, el
didmetro de la boquilla permite una mejor manipulacion para el aislamiento
de colonias. Los tubos utilizan un tapdn de butilo sostenido en un agrafe de
aluminio; la manipulacion de los agrafes necesita de un agrafador (la estruc-
tura que sostiene los tubos en la figura 39), ya que es la Unica manera de
asegurar y quitar el agrafe.

137

Figura 39. Tubo tipo Hungate con tapén Figura 40. Tubo tipo Blach con tapon
de butilo y tapa rosca. de butilo, agrafe y agrafador/desagrafador.
Fuente: Archivo cMINA, AGROSAVIA. CI Tibaitatd, Fuente: Archivo cMINA, AGROSAVIA. CI Tibaitata,
Mosquera, Cundinamarca. Autor: Juan Camilo Mosquera, Cundinamarca. Autor: Lina Marcela
Ovalle Masmela Botero
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Soluciones

Entre las soluciones que se utilizan para el cultivo de microorganismos anaero-
bios se encuentran las soluciones buffer, la solucidon de conservacion anaero-
bia, la solucion de acv (composicion en mL/L: &cido acético: 17; 4cido butirico:
4; &cido propidnico: 6; acido isobutirico: T; &cido 2-metil-butirico: 1; &cido n-valé-
rico 1. acido isovalérico: 1, mezclados en un frasco émbar y almacenados a
4 °C) y la solucién indicadora de anaerobiosis; dichas soluciones son esencia-
les para la elaboracién de medios de cultivo anaerobios y su implicacion en el
desarrollo de los microorganismos ruminales (Rodriguez et al, 2011).

Para la preparacién de la solucion de dilucién anaerobia se utiliza la mezcla
de las sales | y Il (composicién en g/L: sal | K.HPO,: 3; sal Il KH,PO,: 3;
[NH,1,SO,: 6; NaCl: 6; MgSO,*7H.0: 123; CaCl,*2H.,0: 0,/9; disolver en el
volumen requerido, mezclar en plancha de agitacién y almacenar a 4 °C en
botella dmbar); para un volumen de 100 mL, se agregan 15 mL de cada sal,
0,6 g deNa,CO,, 01 mL de solucion indicadora de resazurina (01 g de resazu-
rina en 100 mL), 40 mL de agua destilada y 01 g de HCl-cisteina. La solucion
debe ser reducida, gasificada y, finalmente, esterilizada en autoclave.

Para realizar la solucién de conservacién anaerobia, se debe preparar solucion
de dilucién anaerobia y mezclarse con un 15 % (p/v) de glicerol; la solucion
debe reducirse en condiciones de ebullicion, distribuirse en tubos Hungate vy,
finalmente, esterilizarse en autoclave
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Medios de cultivo

La literatura ha reportado varios medios de cultivo para recuperar, segin las
necesidades concretas, microorganismos anaerdbicos ruminales. La tabla 8
muestra una serie de medios de cultivo usados por la coleccion para este fin,

Tabla 8. Medios de cultivo empleados en la Coleccion de Microorganismos con Interés en Nutricion Animal

(cMiNa) para el aislamiento de microorganismos ruminales anaerobios.

Carbono

Nitrégeno

Minerales
Vitaminas

AGV

Otras

Acidos: acético, butirico,

2-metil-butirico, n-valérico | 2-metil-butirico,
e isovalérico

Glucosa y celobiosa Carboximetilcelulosa Xilan No aplica

Extracto de levadura Extracto de levadura Extracto de No aplica
levadura

Sallysalll Sal Iy salll Sallysalll Sallysalll

Fluido ruminal Fluido ruminal Fluido ruminal No aplica

Acidos: acético, butirico, | Acidos: acético, Acidos: acético,
propiénico, isobutirico, butirico, propionico, | butirico, propidnico,
isobutirico, 2-metil-  isobutirico, 2-metil-
butirico, n-valérico  butirico, n-valérico e
e isovalérico

propidnico, isobutirico,
n-valérico e isovalérico
isovalérico

Resazurina y HCl-cisteina Resazurina y HCl-cisteina ' Resazurina y
HCl-cisteina

Resazurina y
HCl-cisteina

* G/C: glucosa/celobiosa. ** cmc: carboximetilcelulosa

Fuente: Acrosavia, equipo del ci Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca

El mantenimiento de los medios de cultivo bajo condiciones anaerobias re-
quiere el uso de agentes reductores de oxigeno, como el tioglicolato de sodio,
el HCl-cisteina, el sulfuro de sodio nonahidratado, el ditiotreitol v el ditionito.

En la cmina se utiliza resazurina y HCl-cisteina, que, en condiciones de ebu-
licion y gasificacion con CO,, respectivamente, permiten la identificacion y
reduccion completa del oxigeno presente en el medio de cultivo; aunque se
utilizan principalmente para la preparacion de caldos de cultivo, también tie-
nen aplicabilidad en agar La accion de la resazurina estd mediada por la
presencia-ausencia de oxigeno en el medio de cultivo; es asi como, en la
preparacion, el medio se debe mantener en ebullicion hasta alcanzar el punto
de viraje de azul violeta a incoloro; sin embargo, cabe recalcar que el volumen
preparado debe ser mayor al deseado, puesto que puede evaporarse. Para
finalizar la reduccion del medio, se debe afadir HCl-cisteina y proceder a ga-
sificar minimo 30 minutos antes de ser dispensado y esterilizado (Rodriguez
et al, 201).
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Aislamiento y cuantificacion

La cMINA hace uso de diferentes técnicas de aislamiento y cuantificacion de
microorganismos, los cuales estan divididos en dos grandes grupos: bacte-
rias anaerobias ruminales aisladas del tracto gastrointestinal de herbivoros
y bacterias &cido-lacticas aisladas de muestras de ensilaje de maiz. Para su
aislamiento, es necesario garantizar ciertas condiciones de transporte (figura
47): en el caso de las bacterias acido-lacticas, es muy simple, ya que estas son
bacterias facultativas y Unicamente se debe trasportar la muestra de ensilaje
en un recipiente hermético debidamente rotulado; no obstante, en el caso
de las bacterias de origen ruminal, la muestra —fluido ruminal— puede ser
trasportada de dos formas: la primera es en un frasco de vidrio &mbar a una
termperatura de entre 39 y 41 °C, para mantener la viabilidad de los hongos
ruminales, asi como de algunas bacterias fastidiosas sensibles a los cambios
de temperatura; la segunda forma de transporte es en nitrogeno liquido, pro-
ceso en el que el fluido ruminal es dispensado en tubos Falcon de 50 mL que
contienen 10 mL de glicerol.

Transporte de muestras

en la cMINA

[

Muestras de ensilaje de
Muestras de fluido ruminal maiz o avena
| J
Y
) 4 3\
Transporte en nitrégeno . Transportar en envase
e En frasco &mbar . -
liquido hermético en condiciones
ambientales
| J
Y Y

Tubo Falcon de 50 mL

Se transporta en cava
manteniendo la temperatura

+10 mL de glicerol 240+1°C

Figura 41. Procedimiento de transporte de una muestra para su aislamiento.

Fuente: Archivo cMiNA, AGROSAVIA. aI Tibaitata, Mosquera, Cundinamarca.
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Método de roll-tube

La metodologia de roll-tube ha sido ampliamente utilizada para el aislamiento
de microorganismos anaerobios provenientes del rumen, pues posee la venta-
ja de mantener las condiciones anoxigénicas para la recuperacion de bacterias
y hongos, principalmente. La técnica fue desarrollada por Hungate (1969) v se
basa en partir de una muestra con una concentracion alta de microorganis-
mos, la cual debe ser diluida el nimero de veces que se considere necesario
para obtener una mMmenor concentracion vy, por tanto, garantizar el crecimien-
to de colonias microbianas facilmente aislables; el equipo de curadores de la
CMINA realiza esta tarea utilizando solucion de dilucion anaerobia, mientras, pa-
ralelamente, se realiza el medio de cultivo sélido de interés, que es preparado
en condiciones anaerobias, depositado en tubos tipo Blach con agrafe v esteri-
lizado; el volurmen de medio de cultivo para cada tubo es de 4,5 mL.

Después de la esterilizacion, los medios sélidos se ponen en bafio de Maria a
60 °C para que se mantengan en estado liquido, previo a la inoculacion. Para
la inoculacion, después de atermperar el medio de cultivo (que se mantiene en
estado liquido) con agua fria para evitar que los microorganismos mueran al
tener contacto con el medio caliente, se toran 0,5 mL de las diluciones con
jeringa estéril y se depositan en el tubo Blach
con el medio.

El medio inoculado debe ponerse en posicion
horizontal y colocarse sobre una superficie
rodante con agua fria, permitiendo que el
agar se desplace en todas las direcciones vy
se solidifique en una capa delgada en el inte-
rior del tubo. Una vez solidificados los tubos,
se deben incubar de forma inclinada, a 30°
para evitar que el agua formada por sinére-
sis entre en contacto con las colonias que se
forman.
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La figura 42 muestra el crecimiento de colo-
nias después del tiempo de incubacion bajo
la técnica de roll tube: de alli, las colonias

Figura 42. Crecimiento bacteriano con el pueden ser tomadas con asa estéril en ca-
método de roll-tube. bina de anaerobiosis vy repicadas en caldos
Fuente: Archivo cMiNa, AGRosaviA. i Tibaitats, anaerobios para su crecimiento.

Mosquera, Cundinamarca.
Autor: Fernando Rodriguez Villamizar
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NUmero mas probable (nmp)

En este método, la muestra de contenido ruminal es diluida serialmente (110)
en soluciones anaerdbicas; el nimero de diluciones depende de la turbidez
del cultivo madre, pero se calcula que unas nueve son suficientes. De igual
forrma que con el método roll-tube, se inoculan 05 ML en el medio, que
contiene agar liquido, se inocula por triplicado, y los tubos se incuban a 39 °C
con una inclinacion de 30° Finalizado el tiempo de incubacién, se cuentan las
colonias por réplica, y este valor es promediado entre el nUmero de réplicas
para obtener la unidad formadora de colonias (urc/mL) (Bryant & Burkey,
1953; Hungate, 1957).

Para mas practicidad, los laboratorios de anaerobiosis combinan las bonda-
des de cuantificacion del método nve con las facultades de cultivar en medio
sélido la dilucién de preferencia, lo que permite el aislamiento de los microor-
ganismos més abundantes en un momento determinado. Tres réplicas (tu-
bos) por dilucion podrian ser suficientes, pero cuatro o cinco aumentan la
precision de deteccion del método.

RT-PCR para cuantificacion

Cada especie bacteriana que habita el ecosistema microbiano ruminal porta
dentro de su estructura molecular marcadores génicos altamente conservados
pero, a la vez, con la suficiente variabilidad para distinguirla entre otras con las
que comparte este nicho. Entre los marcadores més conocidos estan los genes
ribosomales, el citocromo oxidasa v la subunidad beta del ArN polimerasa. Estos
marcadores no solo son de alto valor filogenético y discriminatorio, sino que son
la sonda molecular que, detectada vy cuantificada, permitiré la medicion precisa
de la abundancia de una especie, un género, una clase, un filo 0 una poblacion
(celulolitica, xilanolitica, proteolitica, entre otras) (Xue et al, 2018).
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En otras palabras, si un animal recibe una dieta determinada, el investigador
podré, gracias a esta herramienta molecular, cuantificar los diferentes
cambios en los grupos microbianos mas dominantes del rumen
(bacterias, protozoarios y hongos). A la par, podré discriminar,
dentro de un grupo (verbigracia, bacterias metanogénicas),
cuél o cuéles son las especies o géneros mas abundan-
tes. Dicha cuantificacién puede hoy realizarse en tiempo
real mediante el uso de una PCR cuantitativa conocida

como Pcr en tiempo real (QRT-PCR, por sus siglas en

< Protozoo del rumen, Entodinium sp., CMINA



pCR Base Line Subtracted CF rru
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inglés). La qRT-PCR, a diferencia de la pcr convencional, no cuantifica cuando
la reaccion de amplificacion del Abn target (marcador o gen) ha alcanzado la
fase plateau; por el contrario, lo hace en la fase logarftmica de este, ligeramen-
te por encima o por debajo de su propio threshold

La gRT-PCR también esté disefiada para amplificar y detectar varios AbN tar-
get a la vez, y para esto se vale de marcajes previos con fluorocromos de
espectro de emision diferencial (sondas TagMan) o sencillamente basado en
los picos ™ (temperatura melting), en los cuales cada amplicén tiene un sello
propio de denaturacion de sus cadenas de AbN. Un ejemplo de dicha diferen-
ciacién se puede apreciar en la figura 43, en la cual, de manera simulténea, se
cuantifica, mediante gRT-PCR, la abundancia de dos de los microorganismos
mas celuloliticos del rumen, Fibrobacter succinogenes y Ruminococcus fla-
vefaciens, las arqueas, las metanogénicas, las bacterias totales y los hongos
anaerobios ruminales (Tajima et al, 20071).

La cuantificacion de estos microorganismos ruminales con gRT-PCR puede
ser tanto absoluta como relativa: en la primera, se utiliza una curva de calibra-
cién para cada amplicon especifico, para hacer la comparacion, la valoracion
de densidad vy el ajuste; en la segunda, cada grupo o especie de microorga-
nismos es comparada de manera relativa con el grupo méas abundante de la
muestra, que en la mayorfa de los casos son las bacterias totales (Denman &
McSweeney, 2006).

300 300
250 250
3
200 P / 200
d
150 150
100 100
P4
A
50 50
A A
=1 M=
0= — RF 0
-50 -50
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42

Cycle
pcr Amplification vs. Cycle: Aguti-Chigtiro Data 03-Oct-06 1527.0pd

Figura 43. Cuantificacién de microorganismos anaerobios en tiempo real.

Nota: H: hongos; F: Fibrobacter; RF: Ruminococcus flavefaciens; M: bacterias metanogénicas.

Fuente: Archivo cMINA, AGROSAVIA. €I Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca. Autor: Fernando Rodriguez Villamizar
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Métodos de conservacion empleados en la cMINA

La cmiNa utiliza tres métodos de conservacion: congelacion, liofilizacion y siem-
bra en intervalos, los cuales son descritos a continuacion.

Congelacion de accesiones bacterianas

Las bacterias anaerobias estrictas aisladas del rumen no resisten el contacto
con el oxigeno (Scott et al, 1983), por lo cual la condicion de conservacion es
compleja y requiere de procedimientos y equipamiento especiales. En el caso
de las bacterias 4cido-l4cticas, el procedimiento es similar; no obstante, no se
requiere garantizar condiciones de anaerobiosis estrictas, sino simplemente
mantener una atmosfera de microaerofilia (Archibald & Fridovich, 19871). Es asf
como las cepas bacterianas son reactivadas en el caldo especifico para bac-
terias ruminales o acido-lacticas (medio anaerobio o MRs, respectivamente).
Las cepas reactivadas son llevadas a incubacion durante 24 horas a 39 °C
+ 1 °C, en el caso de las anaerobias ruminales; por otro lado, las BaL son
incubadas a la temperatura que mas les favorezca (25, 28, 30, 37 o 41 °C).
Terminado el tiempo de incubacion, se realiza un repique de las cepas llevan-
dolas nuevamente a incubacion y deteniendo el crecimiento en el tiempo que
corresponda, al final de la fase exponencial o al inicio de la fase estacionaria
para cada cepa estudiada.

Posteriormente, las células son recogidas por centrifugacion a 3000 rpm.
Para limitar la exposicion al oxigeno, conviene elegir tubos de incubacion que
puedan usarse directamente en la centrifugadora. Una vez centrifugado el
cultivo, el sobrenadante es eliminado de forma cuidadosa v, posteriormente,
el pellet es resuspendido en una solucion de conservacion (solucion de con-
servacion para bacterias ruminales/L: sal I: 150 mL; sal IIl: 150 mL; glicerol: 150
mL; resazurina: 1 mL; bicarbonato de sodio [NaHCO,J: 6 g; cisteina: 1g; pH: 72;
solucién de conservacion para BaL/L: NaCL: 85 g; glicerol: 150 mL), sin formar
burbujas y buscando una concentracién minima de 1 x 108 células/mL; no
obstante, como norma general, la concentracion celular de las suspensiones
deberd ser lo mas alta posible. En el caso de las bacterias ruminales, cabe
aclarar que cualquier manipulacion inadecuada que suponga un exceso de
aireacion puede conllevar una pérdida absoluta de viabilidad (figura 44)

Una vez resuspendidas las células, son distribuidas en criotubos (1 mL/criotu-
bo) y almacenadas en criocajas. La verificacion de la conservacion se realiza
reactivando un tubo y evaluando la viabilidad de la cepa en periodos de tiem-
po establecidos.
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Conservacion por congelacion

Cultivo de 24 h de crecimiento
en caldo de cultivo
. + J
Previa cinética de ( ] - - - )
crecimiento por bacteria Repique en caldo de cu.lt,|v0 e incubacion
(1x 108 células/mL) L hasta concentracién deseada )

Y

[ Centrifugacién a 3000 rpm por 20 min J

Y

Retirar el sobrenadante

Y

Resuspender células en medio salino
con glicerol (10%-15%)

Y

Distribuir en crioviales de 1 mL y almacenar
a-80°Co-196°C

- * J
( )
Verificar criopreservacion a los 7 dias
- J

Figura 44. Procedimiento de conservacion por congelacion.
Fuente: Archivo cMINA, AGROSAVIA. CI Tibaitaté, Mosquera, Cundinamarca.
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Liofilizacion de accesiones de bacterias
acido-lacticas (BaL)

Las BAL, ya que son catalogadas como Gras (generally recognized as safe) y
utilizadas como cultivos iniciadores de productos fermentados, como agentes
bioconservadores 0 como probidticos, han despertado cada vez més interés
en los investigadores v se ha incrementado la bUsqueda de mecanismos més
eficientes para la conservacion y el manteniendo en el tiempo de sus carac-
teristicas (Tamime & Robinson, 2007).

Por otro lado, si bien las 8alL pueden ser conservadas en refrigeracion por
periodos cortos de tiempo y en congelacion por periodos mas largos, los



146

sistemas de entrega de estos métodos no favorecen sus condiciones de via-
bilidad, por lo que se decidid implementar la liofilizacion para este grupo de
bacterias, con el fin de que su sistema de entrega permitiera reunir caracte-
risticas fundamentales para la investigacion y la industria. La primera carac-
teristica estad asociada con mantener el mayor nimero de células viables; la
segunda se trata de contar con una accesion libre de contaminantes, y con la
tercera, por Ultimo, se busca obtener una cepa que mantenga la actividad bio-
l6gica por la que fue seleccionada y conservada (Zamora Rodriguez, 2003).

El proceso de liofilizacion de las saL (figura 45), entonces, estd determinado
por tres fases: primero, el producto es precongelado para asegurar una es-
tructura inicial solidamente congelada: después, se procede con el secado
primario, cuando el 90-95 % del agua es retirada, v, por Ultimo, el producto es
sometido a un secado secundario para retirar el agua restante. No obstante,
no toda el agua es retirada, y o que resta representa la humedad residual.
Para volver a su estado inicial, los cultivos liofilizados necesitan ser rehidrata-
dos y colocados en un medio de cultivo adecuado (Freire, 1999).

Antes de la liofilizacion de las gL, se realiza la determinacion de viabilidad de
las cepas que pertenecen a la cMiNA; estas cepas son reactivadas a partir de
criovial a =80 °C, en el caldo mrs al 1 %, y luego son puestas en incubacion
por 24 horas a 39 °C. Transcurrido este tiempo, se realiza una nueva inocula-
cion en erlenmeyer, con el caldo Mrs, a partir del cultivo con crecimiento, vy se
incuba bajo la misma temperatura durante el tiempo que tarde en alcanzar
el punto final de la fase exponencial de cada cepa. Terminado el tiempo de
incubacion, se realiza dilucion seriada del cultivo y se siembra masivamente
con rastillo en cajas de agar Mrs, para cuantificar la concentracién de cada
microorganismo mediante UrC. Las cajas inoculadas son incubadas a 39 °C
por 24 horas en condiciones de microaerofilia, y luego se realiza la lectura y
célculo de la concentracion de cada cepa; este valor permitird ajustar la con-
centracion final para la liofilizacion.

Concluido lo anterior, y para iniciar la preparacion de los inéculos para liofili-
zacion, cada cepa es sometida a un paso de preinoculacién de 24 horas en
caldo mrs, y a partir de este preindculo se realiza la obtencién del indculo, ajus-
tado en tiempo vy concentracion, partiendo de los datos anteriormente obteni-
dos y bajo las mismas condiciones de temperatura y cultivo. Posteriormente,
las cepas con crecimiento son centrifugadas, el sobrenadante es retirado v las
células son resuspendidas en solucién lioprotectante. El contenido de cada
accesion serg distribuido en viales de vidrio, garantizando entre 5 y 10 lidfilos
por cepa. Una vez distribuida la suspension, se sellan los viales con tapones
de caucho vy se congelan a -80 °C.
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Luego, los viales congelados son sometidos al proceso de liofilizacion bajo las
siguientes condiciones: 24 horas de secado, con una temperatura de —45 °C
y una presion de vacio no superior a 1 hPa. Adicionalmente, cada una de las
bandejas del liofilizador se programa con un aumento progresivo de tempe-
ratura, de la siguiente forma: 5 horas a 35 °C, 5 horas a 28 °C, 5 horas a
~10 °C, 5 horas a 10 °C y, finalmente, 4 horas a 28 °C,; finalizado el proceso de
liofilizacion, se realiza el sellado de los lidfilos, al vacio, empleando un compre-
sor de 10 caballos de fuerza. Una vez sellados los viales, son retirados del lio-
filizador y agrafados con agrafes de aluminio para garantizar la integridad del
material biolégico liofilizado. Finalmente, los viales son rotulados con el cddigo
de la accesion y almacenados en condiciones de temperatura adecuadas.

Conservacion por siembra en intervalos

Entre los métodos que se utilizan para la conservacién de BaL se encuentra la
siembra por intervalos, considerada de corto plazo por los tiempos utilizados
entre cada siembra. En las BAL se ha aplicado este método para facilitar el uso
continuo de estos microorganismos sin necesidad de recurrir a su reactivacion
desde criovial; en la coleccion, las accesiones de AL han sido caracterizadas
pOor su cinética de crecimiento, lo cual resulta Util para retrasar el envejecimien-
to de las células y evitar tanto la generacién de compuestos tdxicos como la
pérdida de estabilidad celular; es asf como, al conocer dicho pardmetro, pode-
mos realizar la conservacion con volumenes pequefios de indeulo.

Lactobacillus fermentum en - 147
agar MRS., CMINA > -
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Liofilizacion de BaL en la cMiNA

[

Determinacién de concentracién y
variables cinéticas

N\
J

Conteo de Urc y cinética de crecimiento

¥

)

Preparacién del preindculo

Reactivacién y crecimiento de BaL
a 39 °C durante 24 h

&
N (
&

Inoculacion a partir de preindculo e incubacién

)

Obtencion de indculo

a 30 °C por el tiempo que tarde cada cepa

en alcanzar el final de la fase exponencial

Centrifugacién y resuspensién

Centrifugacion a 3000 rpm durante 20 minutos;

de las cepas resuspension en solucién lioprotectante

Congelamiento

Los li6filos son llevados a -80°C

—/

!

Liofilizacion

Y

)

Sellado y almacenado

|

Figura 45. Esquema de liofilizacion de bacterias acido-lacticas (eAL).
Fuente: Archivo cmiNa, AGROSAVIA. ¢I Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca.

El proceso para esta conservacion en BaL consiste en la toma de un volumen
especifico de un inéculo que surge de la reactivacion de un criovial conge-
lado a =80 °C y depositado en un tubo con 10 mL de caldo mrs, el cual se
deja incubar por 24 horas vy sin agitacion: después de este tiempo, se toma 1
mL del cultivo crecido y se deposita, nuevamente, en un tubo con 10 mL de
caldo Mmrs (el periodo de incubaciéon dependeré de la cinética de crecimiento
del microorganismo); este tubo es considerado como indculo, que seré guar-
dado en nevera, por un periodo corto de tiempo, inmediatamente después
del periodo de incubacion, para evitar que el crecimiento siga vy la fase de
muerte aparezca. Este tubo podré ser guardado v utilizado para hacer “pases’
0 reactivaciones de forma répida y sin necesidad de pasar por una fase de
activacion metabdlica (figura 46).



Conservacion por siembra en intervalos

Descongelar criovial a 37 °C en bafio de Maria

Y

Inocular medio de cultivo

Y

Incubar a temperatura dptima segin cepa

Y

Observar crecimiento a las 24 horas

Y

Realizar repique para alcanzar metabolismo
activo de cada cepa segUn cinética de crecimiento

!

Almacenar en refrigeracion
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Figura 46. Procedimiento para la conservacién por siembra en intervalos.
Fuente: Archivo cMiNA, AGROSAVIA. CI Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca.

Viabilidad de las cepas
La viabilidad de las accesiones de bacterias anaerobias ruminales y bacterias 149

cido-lacticas esta determinada por el crecimiento de estos microorganis-
mos en un medio especifico bajo condiciones determinadas de temperatura
(39 °C), anaerobiosis (CO,) y microaerofilia, respectivamente. Las cepas eva-
luadas fueron previamente conservadas en congelacion a -80 °C y son eva-
luadas, inicialmente, a los siete dias del proceso de conservacion; no obstante,
la viabilidad de las accesiones depende no solo del método de conservacion,
sino del tipo de microorganismos vy sus cualidades fisioldgicas. Por tal razon,
la cmMINA ha establecido tiempos de evaluacion de la viabilidad segln el estrés
por congelacion producido por la conservacion a largo plazo (igura 47). Sobre
ese aspecto, estudios han reportado que las bacterias Gram-negativas son
mas susceptibles al estrés por congelacion y tienden a disminuir o perder su
viabilidad y actividad bioldgica en menor tiempo respecto de las bacterias
Gram-positivas, debido a que la estructura de la pared celular de las bacterias
Gram-positivas es més resistente (Sanchez Leal & Corrales Ramirez, 2005).
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Capitulo V. Coleccion de Microorganismos con Interés en Nutricién Animal (cMiNa)

Esquema de mantenimiento y evaluacion
de viabilidad en el tiempo para bacterias
de la cMINA

Gram-positivas Gram-negativas
1¢ afio 1¢ afio
3.2 afo 2.° afio
5? afio 4° afo
102 afio 6.° afio
10? afio
" J U J

( )

Y

Parédmetros de viabilidad:
Cuando hay turbidez en medio liquido de la cepa
con viabilidades inferiores a 1x 103,
se debe realizar nuevo lote de conservacion

Figura 47. Determinacion de viabilidad segin el tipo de microorganismo.
Fuente: Archivo cMINA, AGROSAVIA. CI Tibaitata, Mosquera, Cundinamarca.

En la cmiNa, la prueba de viabilidad se realiza reactivando un criovial en medio
de cultivo para anaerobios ruminales con fuente de carbono glucosa (5 %) vy
celobiosa (5 %) e incubacion por 24 horas. Por otro lado, las accesiones de saL
son reactivadas en el caldo Mrs y puestas en incubacion durante 24 horas. En
ambos casos, los crioviales son descongelados por choque térmico en bafio
de Marfa a 37 °C, con el fin de disminuir el dafo celular por descongelacion.
La viabilidad de las cepas de la cMiNA es, entonces, determinada por la turbi-
dez de cada grupo de bacterias en el medio de cultivo.

Adicionalmente, se determina el nUmero de viables de cada cepa, con el fin
de identificar si alguna de las accesiones que se estan evaluando ha perdido
viabilidad y necesita realizarse un nuevo lote de conservacion (figura 46).



Autentificacion de cepas

Una actividad fundamental en el mantenimiento y conservacién de cepas en
una coleccion de microorganismos es la autentificacion de las cepas que se
ingresan, conservan y entregan a y por usuarios internos y externos. Al res-
pecto, la cMiNa usa diferentes métodos para autentificar sus accesiones; estos
procedimientos han sido seleccionados teniendo en cuenta la importancia
bésica de la autentificacion de las cepas de la coleccion. Asi, en las figuras 48
y 49 se presenta todo el esquema de caracterizacion de una cepa en la cMINA
Dichos procedimientos permiten el estudio en profundidad de cada microor-
ganismo v se realizan con el objeto de buscar el potencial de bioprospeccion
de la diversidad microbiana contenida en la coleccion.

Evaluacién de sAL

[ Reactivacién de BAL ]
Y Y

Viabilidad | NUmero de viables
Y Y

Montaje fresco Tincién de Gram

Y

Catalasa y oxidasa
Y

Degradacion de azucares (apl 50 cHL)

Tipo de fermentacién homo y heterofermentativa ]ﬁ 151
;
J

Caracterizacion molecular por gen 16S rRNA

Crecimiento a diferentes temperaturas (°C) ]4—

Crecimiento en NaCl (w/v)
(2%, 3%, 4%, 6%, 65%, 8%, 10%)

Crecimiento a diferentes pH
(3,0%, 35%, 4,0%, 4,5%,5,0%, 9,0%, 9,6%)

| A

Figura 48. Esquema para la evaluacién de BaL.
Fuente: Archivo cMiNA, AGROSAVIA. CI Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca.
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Evaluacién de bacterias anaerobias rumiales

{ \

Montaje fresco Tincién de Gram
Morfologia celular Modificacién de Kopeloff
J

L

* Caracterizacién molecular
e Motilidad por gen 16S ARNr
Hanging drop method
e Tincion de Schaeffer-Fulton
o Catalasa (perdxido de hidrogeno al 3%)

' !

Test de azlcares reductores
(ons) (opcional)

[ Perfil de 4cidos grasos volatiles ] Fermentacién de azicares API20A

(g lucosa, lactosa, sacarosa, maltosa,
arabinosa, almidon, celobiosa, manosa,
melezitosa, ramnosa, sorbitol, trealosa)

Figura 49. Esquema para la evaluacion de bacterias anaerobias ruminales.
Fuente: Archivo cMINA, AGrROsAVIA. CI Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca.

A continuacion se describen los principales métodos para la autentificacion
de BAL y bacterias anaerobias ruminales de la cmina. Cabe decir que estos son
los métodos minimos, pero estrictamente necesarios, para evaluar la autenti-
cidad de las cepas de la coleccion.

Grupo de bacterias acido-lacticas (BaL)

Dentro de la cMINA se encuentra una coleccidn de BAL que han sido aisladas
de ensilajes de maliz y de avena; este grupo ha sido ampliamente estudiado y
caracterizado mediante la tincién de Gram, la prueba de catalasa y oxidasa, el
perfil bioquimico y su actividad bioldgica.

Tincion de Gram

Para la autentificacion de las accesiones de 8aL, se ha establecido una tincion
de Gram estandar (figura 50) como uno de los primeros pasos de verifica-
cion (Gerhardt et al, 1987), v el resultado de dicha tincién debe arrojar que
la BaL es Gram-positiva; dentro del grupo de las eaL, se destacan los géneros
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Realizacién de extendido en ldmina

\ J

Y

( A

Fijacion del extendido en el mechero

Y

Aplicar cristal violeta y dejar el colorante
L durante un minuto J
Lavar

Aplicar lugol y dejar por un minuto
Y Lavar
Aplicar alcohol yodado y dejar por 30 segundos
Y Lavar

Aplicar safranina y dejar por un minuto

Y Lavar

Observar en objetivo de 100 x con aceite
de inmersién

Figura 50. Procedimiento para la tincién de Gram en BAL.
Fuente: Archivo cMINA, AGrOsAVIA. ¢I Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca

Streptococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc y Aerococcus (Narvhus
& Axelsson, 2003), de los cuales los tres primeros se encuentran en la coleccion.

Catalasa y oxidasa

Para la autentificacion de las BAL es necesario realizar las pruebas de catalasa
y oxidasa; las BAL son catalasa y oxidasa-negativas (Settanni & Moschetti, 2010).
La prueba de catalasa es realizada con perdxido de hidrogeno (H,0.) al 3 %
en una ldmina portaobjetos para cultivos crecidos en agar. Para esto, se debe
tomar, con un asa estéril, una muestra de una colonia de un cultivo fresco y
depositarla en la [Gmina portacbjetos; acto seguido, se pone una gota de H.0,
sobre la biomasa y se deja actuar. La reaccion debe ser negativa, por lo que no
debe haber formacion de burbujas (figura 51). Para la prueba de oxidasa, por su
parte, se cuenta con colonias de un cultivo fresco; después, con la ayuda de un
asa estéril, se tora una colonia y se ubica sobre la membrana de una tira co-
mercial de oxidasa. La reaccion positiva es evidenciada por el cambio de color
de la tira a morado, debido a la reaccién enzimética; sin embargo, en el caso de
las BAL, el resultado es negativo y el viraje de color no se da (figura 52).
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Prueba de catalasa

Tomar una colonia y colocar en l&mina

. J
Y

( )

Aplicar una gota de peroxido de hidrogeno al 3%

. J
Y

[ Positivo: burbujeo ]

Figura 51. Procedimiento para la prueba de catalasa.
Fuente: Archivo cMINA, AGROSAVIA. CI Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca.

Prueba de oxidasa

[ Tomar una colonia ]
Y

[ Colocar la colonia en tira comercial ]
Y

Positivo: color morado
Negativo: no hay cambio de color

Figura 52. Procedimiento para la prueba de oxidasa.
Fuente: Archivo cMINA, AGROSAVIA. CI Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca

Caracterizacion bioquimica

Son diversos los métodos comerciales de identificacion bioquimica; sin em-
bargo, el grupo de curadores de la coleccion realiza la caracterizacion bio-
quimica mediante el uso del kit apl 50 cHL, que permite la identificacion de
Lactobacillus sp. y especies cercanas.



Conservacion y manejo de la diversidad microbiana en los Bancos de Germoplasma
para la Alimentacion y la Agricultura en Colombia

Actividad bioldgica

La bioprospeccién de las BAL es una constante en la cMiNA, ya que permite
determinar la actividad antimicrobiana que puedan tener estas cepas frente a
patégenos a nivel pecuario y agricola. Para la determinacion de esta habilidad,
se utiliza la técnica spot-on-lawn (Hilal Cadirci & Citak, 2005), la cual consiste
en la inhibicion del crecimiento de una cepa bacteriana o fungica patdgena
mediante la produccién de metabolitos extracelulares por parte de otro mi-
croorganismo antagonista.

A partir de cultivos de BaL en caldo Mrs con 24 horas de crecimiento a 39 °C
+ 2 °C, se inocula una microgota de 10 pL en caja de Petri en agar selectivo y
se deja secar durante media hora. Posteriormente, se incuba a 39 °C en jarra
de anaerobiosis con sobres de anaerobiosis durante 24 horas. Después de la
formacion de colonias visibles, se afiade agar roa semisolido (085 %), para
evaluar hongos, o agar & (brain heart infusion), para bacterias. A continuacion,
el medio semisolido se inocula con 1x 10* esporas/mL o con 1x 10° bacterias/
mL. El agar semisélido se deja solidificar durante cinco minutos y se incuba con
las condiciones y el tiempo determinados para cada microorganismo (bacterias:
37 °C + 2 °C en microaerofilia; hongos 25 °C + 2 °C, y levaduras: 25 °C + 2 °C).
La actividad antagdnica positiva se verifica por la formacion de halos alrededor
de la colonia de BAL con un didmetro mayor a 1 mm (figura 53).

Figura 53. Determinacién de la actividad antagonica de BAL contra
Fusarium oxysporum MAP5.
Fuente: Archivo cMINA, AGrROsAVIA. CI Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca.
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Grupo de bacterias anaerobias

Dentro de la cMINA Se encuentra una coleccién de bacterias anaerobias que
han sido aisladas de ensilajes de maiz y de avena; este grupo ha sido amplia-
mente estudiado y caracterizado mediante la tincion de Gram, la prueba de
catalasa y oxidasa, el perfil bioquimico v su actividad bioldgica.

Tincion de Gram

Las bacterias anaerobias ruminales de la cmiNA son tefiidas mediante colo-
racion de Gram: sin embargo, en este caso se realiza una modificacion pro-
puesta por Spiegel (1991), denominada Kopeloff, que consiste, basicamente,
en reemplazar la safranina por fucsina bésica (figura 54).

Montaje en fresco

Una de las estrategias para la autentificacion de microorganismos anaerobios
ha sido la visualizacion de estos en un montaje en fresco; este montaje per-
mite la diferenciacion morfoldgica répida en un microscopio de contraste de
fases, ademas de la descripcion de caracteristicas Unicas, como motilidad,
presencia de flagelos y estructuras internas, u otras morfoldgicas que no son
visibles al realizar montajes fiados, como las tinciones. Es importante que el
montaje sea realizado en un microscopio de contraste de fases, ya que la luz
refracta de diferente manera en cada una de las partes del microorganismo,
lo que permite ver en detalle su composicion (Montalvo Arenas, 2010).

Caracterizacion bioquimica

En contraste con las AL, la identificacién bioquimica de las bacterias anaero-
bias ruminales se realiza mediante el kit Ap® 20A, el cual permite la identi-
ficacion de algunas especies de microorganismos del rumen de herbivoros
silvestres. No obstante, esta metodologia es limitada por el alcance de la base
de datos para este grupo de microorganismos, pero sirve como fuente de
informacion sobre la degradacion de algunos sustratos.

Crecimiento microbiano

Un aspecto clave en la conservacion de microorganismos en una coleccion
esté asociado con la descripcion del crecimiento de las cepas. El conocimien-
to de los tiempos de crecimiento, asi como de otras variables —biomasa,
velocidad especifica de crecimiento y tiempos de duplicacién, entre otras—,
permite conocer el estado de las células que se conservan, lo que garantiza



Tincién de Gram con modificacién
de Kopeloff

Realizacién de extendido en [d&mina

Y

Fijacion del extendido en el mechero
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[ Aplicar cristal violeta y dejar el colorante
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Figura 54. Tincion de Gram con la modificacién de Kopeloff para bacterias
anaerobias ruminales.
Fuente: Archivo cMINA, AGROSAVIA. €I Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca

que se pueda tener un cultivo joven, con posibilidad de almacenamiento en el
tiernpo, sin afectar radicalmente la viabilidad, ademas de que facilita el disefio
de experimentos vy la manipulacion de los microorganismos.

Para la determinacion del crecimiento de las bacterias anaerobias ruminales,
el crecimiento se lleva a cabo en un medio anaerobio especifico para el mi-
croorganismo (tabla 8). Inicialmente, las bacterias son reactivadas poniendo
los criotubos en un bafio serologico a 39 °C + 2 °C, y posteriormente se ino-
cula T mL del contenido del criotubo en 9 mL del medio de crecimiento para
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Absorbancia

bacterias anaerobias. Finalizado el tiempo de incubacion, se realiza una nueva
siembra a partir del tubo con crecimiento: se inoculan 0,3 mL en 30 mL del
caldo anaerobio, y se cuantifica su crecimiento mediante absorbancia a una
longitud de onda de 600 nm, utilizando un espectrofotémetro, en intervalos
de una hora hasta alcanzar la fase estacionaria.

Para el anélisis de los datos obtenidos, se emplea un modelo de tipo no
estructurado vy no segregado (Garcia-Ochoa & Santos, 1994). Este modelo
permite describir el incremento de la biomasa en el tiempo, ademés de que
se agjusta de acuerdo con el comportamiento de cada bacteria respecto de
los datos experimentales recolectados en el tiempo (figura 55). Para esto, se
emplea la ecuacion logistica, que estéa ajustada a los pardmetros necesarios.

14 4
12
1,0 H
0,8
—=—RF
0'6 B Model Logistic
- . (exo*(exp(mu't)))(1-((cxo/cxm)*(1-(exp(
Equation mut))
Oy4 = Reduced 000147
_ Cti- Sqr
adj. R-Square 099453
0;2 = Value Standard Erro
_ rf cX0 0,00177 0,00104
RF mu 122758 | 011257
0,0 . rf cxm 117315 002119
T T T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Tiempo (horas)

Figura 55. Evaluacion de crecimiento de una cepa de la CMINA.
Fuente: Archivo cmiNa, AGROSAVIA. €I Tibaitatd, Mosquera, Cundinamarca



Caracterizacion molecular

Enla cmiNa, la caracterizacién molecular es un paso fundamental para la carac-
terizacion y autentificacion de las accesiones, y para realizarla se ha utilizado la
identificacion del gen 16S rARN, con los primers universales 27F (5AGAGT-
TTGATCCTGGCTCAG3) y 1492R (5GGTTACCTTGTTACGACTTZ) (Chen et
al, 2015), como identificacion general para todas las bacterias del banco: sin
embargo, también se han utilizado primers especificos para identificacion de
microorganismos anaerobios ruminales (tabla 9).

Estos primers sirven para la deteccion especifica y la cuantificacion de dichos
microorganismos mediante RT-PCR.

Tabla 9. Listado de primers utilizados para la identificacion de bacterias anaerobias ruminales.

Cepa de Primer

Microorganismo )
Prevotella ruminicola atce 191897 GGTTATCTTGAGTGAGTT CTGATGGCAACTAAAGAA
Prevotella bryantii B4 ACTGCAGCGCGAACTGTCAGA ACCTTACGGTGGCAGTGTCTC
Prevotella albensis M384" CAGACGGCATCAGACGAGGAG  ATGCAGCACCTTCACAGGAGC
Fibrobacter atcc 191697 GGTATGGGATGAGCTTGC GCCTGCCCCTGAACTATC
succinogenes
Ruminobacter ATCC 297447 CAACCAGTCGCATTCAGA CACTACTCATGGCAACAT
amylophilus
Selenomonas JcM 65827 TGCTAATACCGAATGTTG TCCTGCACTCAAGAAAGA 159
ruminantium o
Mitsuokella multiacida
Streptococcus bovis Jom 58027 CTAATACCGCATAACAGCAT AGAAACTTCCTATCTCTAGG
Treponema bryantii ATCC 33254 AGTCGAGCGGTAAGATTG CAAAGCGTTTCTCTCACT
Eubacterium aTcC 172337 GCTTCTGAAGAATCATTTGAAG TCGTGCCTCAGTGTCAGTGT
ruminantium
Anaerovibrio lipolytica | atcc 332767 TGGGTGTTAGAAATGGATTC CTCTCCTGCACTCAAGAATT
Succinivibrio atcc 197167 TGGGAAGCTACCTGATAGAG CCTTCAGAGAGGTTCTCACT
dextrinosolvens
Ruminococcus ATce 192087 GGACGATAATGACGGTACTT GCAATCYGAACTGGGACAAT

flavefaciens

Fuente: Tajima et al. (20071)
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