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RESUMEN

En la actualidad el estudio de productos artesanales es un tema de modernidad debido a que
puede traer muchos beneficios en cuanto a la estandarizacién del proceso de elaboracién de los
mismos, asi como para tener una mejor y mayor comercializacion de dichos productos, éste es el

caso del queso de poro originario del estado de Tabasco.

Por medio del estudio de la flora microbiana presente en el queso de poro es que pudimos
conocer el tipo de microorganismos que podrian ser responsables de las caracteristicas
fisicoquimicas y sensoriales del queso asi como otros que sdlo son parte de la poblacién del queso
debido a que son tipicos de la regidn. Esto se llevé a cabo al hacer un aislamiento y purificacién de
los microorganismos presentes en el queso al sembrar en medios diferenciales los extractos de
gueso preparados a partir de 7 piezas de diferentes marcas. Asi como determinar pruebas de
actividad metabdlica (protedlisis, lipdlisis y generacion de gas) y la identificacidon de los

microorganismos aislados por métodos de biologia molecular.

Se logrd aislar un total de 54 cepas de las cuales se identificaron 52, las pruebas de actividad
metabdlica demostraron que la poblacidon predominante en el Queso de Poro son las bacterias
mientras que las levaduras aisladas fueron los Gnicos microorganismos que presentaron actividad
de formacidn de gas positiva. Issatchenkia orientallis y Bacillus sp. fueron los microorganismos
gue se encontraron en todas las piezas de queso asi como en mayor proporcién con respecto a los
demas, lo que nos puede indicar que estos microorganismos tienen una contribucién importante
en la formacidén de las caracteristicas del Queso de Poro y/o a su vez pueden ser microorganismos
tipicos de la flora de la regién. Las bacterias por otro lado, presentaron actividad proteolitica y

lipolitica, por lo que podrian contribuir al desarrollo del sabor y aroma del queso.



La mayoria de los microorganismos que se pudieron identificar han sido aislados de productos
lacteos, por lo que pueden ser propuestos para un inéculo en la elaboracién de un producto tipo
de Queso de Poro, solo teniendo un control adecuado de la carga microbiana final en el producto

para cumplir con las legislaciones y mejorar la comercializacién de dicho producto.



INTRODUCCION

El “Queso de Poro” o queso de Balancan es un queso tipico originario del Estado de Tabasco
elaborado en forma artesanal con leche cruda o bronca, inoculado con suero del mismo queso
de la produccion del dia anterior fermentado espontaneamente, y oreado durante una
semana. El producto terminado se recubre con parafina. El queso tiene un sabor muy acido,
un aroma intenso y caracteristico, y desarrolla en el interior de la pasta pequefios hoyos o

poros por la produccion y acumulacion de gas generado por la microbiota.

El queso de poro, debido a que se elabora con leche bronca, a la forma de inoculacién y a
juzgar por las caracteristicas ya descritas, debe contener una flora microbiana muy diversa, la
cual debe influir en forma considerable al desarrollo de sus caracteristicas organolépticas
particulares, pero muy probablemente representa también un riesgo para la salud ante la
eventual presencia de microorganismos responsables de toxiinfecciones alimentarias

(microorganismos patdgenos y productores de toxinas).

Por sus caracteristicas organolépticas distintivas, este queso podria ser Unico y original a nivel
mundial, por lo que su explotacidn fuera del Estado e incluso en el extranjero ofreceria a los
productores mejores condiciones de comercializacién. Para adquirir un mayor valor agregado
y un nicho exclusivo de mercado, es importante que este queso ostente al menos una marca

colectiva, y de preferencia una denominacién de origen.

Este proyecto tiene como objetivo el estudio de la microflora presente en el Queso de Poro
para asi conocer los microorganismos responsables de las caracteristicas propias del queso.
Para poder estudiar la interaccién de los microorganismos con los componentes de la leche se

determinara su actividad metabdlica (lipdlisis, protedlisis y formacién de gas) ya que esta es



de suma importancia en la elaboracién de un queso artesanal. Asi mismo al tener el tipo de
microorganismo de que se trata, debido a su identificacion por métodos de biologia molecular
y conocer su posible aportacién en el proceso, se puede proponer un inoculo a partir de los
microorganismos aislados para poder llevar a cabo un ensayo con leche pasteurizada
reduciendo asi el riesgo de la presencia de microorganismos patégenos. Al final se tendria un
producto tipo queso de poro, que ademads de garantizar una inocuidad le traeria beneficios en
cuanto a su vida de anaquel y como ya fue mencionado antes, su distribucion y

comercializacion.



ANTECEDENTES

Definicién de Queso

Se cree que el queso se desarrolld en Irag hace unos 8000 aios, probablemente al intentar
almacenar leche durante periodos prolongados. La produccién y los tipos de quesos que se
elaboran han evolucionado y se han diversificado a través del tiempo pero durante largos periodos
fue mas bien un arte que un proceso cientifico. Las diferencias de las variedades resultan de las
modificaciones que se introducen en una o mads etapas bdsicas del proceso de elaboracién. La
normalizacién de las etapas del proceso para obtener variedades con caracteristicas estables
comenzé a aplicarse en el siglo XIX (Scott, 1998). Sin embargo, incluso actualmente se observan
variaciones dentro del mismo tipo de queso, dependiendo del fabricante, del origen y del tipo de

leche utilizada (ICMSF, 1998).

Los quesos son una forma de conservacion de los dos componentes insolubles de la leche: la
caseina y la materia grasa; se obtiene por coagulacion de la leche seguida del desuerado en el
curso del cual el lactosuero se separa de la cuajada. El lactosuero contiene la mayor parte del agua
y de los componentes solubles de la leche, quedando una pequefia parte aprisionada en la
cuajada. La definiciéon legal del queso precisa que “el producto puede estar o no fermentado”; de

hecho experimenta por lo menos una fermentacién lactica.

El queso es un alimento universal, que se produce en casi todas las regiones del globo a partir de
leche de diversas especies de mamiferos. Los quesos se encuentran entre los mejores alimentos
del hombre no solamente en razén de su alto valor nutritivo (materias nitrogenadas bajo
diferentes formas, materias grasas, calcio, fdsforo, etc.), sino también por las cualidades
organolépticas extremadamente variadas que poseen, ya que la variedad es fuente de placer

(Alais,1985).



Proceso de elaboracion del queso

Antes que considerar las técnicas de fabricacion hay otros factores de suma importancia que

tienen influencia en el producto terminado, ademds de considerar el tipo de leche utilizada.

Factores microbioldgicos: composicién de la microflora considerada bajo un aspecto

dindmico, microfloras asociadas y microfloras sucesivas.

Factores bioquimicos: concentracion y propiedades de la enzimas coagulantes,

principalmente, del cuajo, de las bacterias, de las levaduras y de los mohos.

Factores fisicos y fisicoquimicos: temperatura, pH y efectos osméticos.

Factores quimicos: proporcion de calcio retenido en la cuajada, contenido en agua y sal,

composicion de la atmdsfera (humedad, gas carbdnico, amoniaco).

Factores mecdnicos: corte, agitacion, trituracién y frotamiento, que reducen o acentdan los

efectos de los factores precedentes (Alais, 1985).

El proceso de elaboracién puede dividirse en varias etapas:

Transformacion mediante acidificacion de la leche, cruda o tratada térmicamente, en

cuajada;

El uso de la leche de gran calidad, tanto quimica como microbioldgica, es de gran
importancia para la elaboracion de queso de buena calidad. Durante muchos afos la
acidificacion se realizaba permitiendo el crecimiento de la microbiota autdctona. Sin

embargo, debido a los resultados poco consistentes y para evitar efectos no deseables,
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como la produccién de aromas andémalos o gas, se seleccionaron cultivos iniciadores
especificos que son los que hoy en dia se utilizan. La calidad y tipo de cultivo iniciador y la

forma en la que se afiade depende del tipo de queso que se pretenda fabricar.

Se utilizan cultivos iniciadores secundarios, levaduras y mohos, cuando se pretende

impartir alguna caracteristica especial que caracteriza a cierta variedad de queso.

Coagulacion;

La coagulacién de la fraccidn caseinica de la leche consiste en la formaciéon de un gel
acuoso debido a una débil protedlisis o a una acidificacion a un pH de alrededor de 4.6 o
>a 4.6 en combinacién con un calentamiento. La produccion de acido influye en diversas
caracteristicas de la cuajada; entre ellas, la actividad, desnaturalizacidon y retencion del
agente coagulante, la fuerza de la cuajada y por tanto, el rendimiento, sinéresis del gel,
disolucién del fosfato de calcio, propiedades reoldgicas y crecimiento de bacterias no

deseables, en particular las patégenas.

Deshidratacién;

Tras el corte del gel en pequeias piezas (1-2 cm3), se produce la sinéresis y el suero se
expulsa en una cuantia que depende de la composicién de la leche, pH del suero,
temperatura de coccidon y velocidad y tiempo de agitacidn. Este paso es importante para
las caracteristicas finales del producto, cuyos parametros puede modificar el fabricante

(Walstra, 1993).

Moldeado y salado.

La fuerza y la presidon que se aplica dependen de la variedad de queso que se pretende

fabricar por lo tanto el moldeado estd directamente relacionado con éstos. La Ultima
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operacion es el salado (antes o después del moldeado y prensado). La adicion de cloruro
sodico tiene diversos efectos; entre ellos, controla el crecimiento y metabolismo
microbiano, controla las actividades enzimaticas e influye en la textura. En general las
etapas iniciales son comunes en la elaboracion del queso pero las fases como el salado, el

moldeado y la maduracién son diferentes para distintos tipos (Fox et al, 2000).

e Maduracion ( en algunos casos)

En México diversos quesos se consumen frescos, constituyendo una parte importante del
consumo total, pero la mayoria de las variedades se someten a maduracidn. Durante esta
fase se pierde agua y se producen complejas reacciones bioquimicas como resultado de
las enzimas naturales de la leche (en el caso de usar leche sin proceso de pasteurizacion),
las bacterias de cultivo iniciador y los microorganismos secundarios y sus enzimas. Estos
cambios bioquimicos favorecen el desarrollo de la textura, sabor y aroma caracteristicos

(ICMSF, 1998).

Generalmente, la cuajada recién obtenida presenta una textura firme, que va modificAndose
lentamente por efecto de la protedlisis de las enzimas de los microorganismos presentes en la
maduracién, hasta obtener una textura mas blanda y suave en el queso madurado. Los
compuestos que se generan en la protedlisis, intervienen ademas en el desarrollo del aroma y

sabor tipicos de cada variedad.

Mientras que la coagulacién de la leche se debe a la accion de la quimosina sobre la caseina k, la
hidrélisis de las proteinas durante el proceso de maduracidon depende de la actividad de varias
enzimas proteoliticas y peptidasticas de distintas procedencias. Las principales fuentes de enzimas
proteoliticas son el cuajo empleado para coagular la leche, las peptidasas de los cultivos
incorporados para acidificar la leche, las proteasas naturales de la leche, como la plasmina y la
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catepsina D, las exoenzimas producidas por las bacterias psicrétrofas durante el almacenamiento

de la leche en refrigeracion y las enzimas secretadas por las bacterias lacticas contaminantes.

La protedlisis que tiene lugar durante la maduracién del queso, implica en primer lugar la
conversion de las caseinas en péptidos de gran tamafio. A continuacion estos péptidos son
hidrolizados en productos de masas moleculares mas pequefias. La protedlisis primaria en el
queso ha sido definida (Grappin et al., 1985) como los cambios en las caseinas asB y y, que
pueden detectarse por electroforesis en gel de poliacrilamida. Los productos de la protedlisis
secundaria son péptidos y aminoacidos

solubles en la fase acuosa del queso

(Early, 1998).

El proceso proteolitico en la maduracion
de los quesos es importante porque:

e Contribuye directamente o
indirectamente en el olor del
queso

e Potencia el sabor, ya que se
liberan sustancias sapidas durante
la masticacion.

e Contribuye a la ruptura de la red

proteica de la Cuajada (50|Ub”iza Imagen 1 Degradacion de la caseina, proteina mayoritaria de la
leche (Chamorro, 2002)

la proteina)
e En ocasiones, es causa del desarrollo de caracteristicas no deseadas (coloraciones

marrones, formacion de cristales y sabores amargos)
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Durante la maduracion, la paracaseina se descompone en compuestos nitrogenados mas simples.
En primer lugar, se degrada a péptidos que, por aminopeptidasas y carboxipeptidasas se esciden
en sus aminodcidos constituyentes. Estos contribuyen al conjunto olfato-gustativo bdsico del
gueso, sobre todo aquellos que poseen un sabor amargo. Los aminoacidos desarrollan en el
paladar una primera sensacion gustativa, pero el regusto final puede ser diferente
(Chamorro,2002).

La actividad lipolitica de los microorganismos también es de suma importancia ya que en algunos

casos en donde se afladen microorganismos especificos como es el caso de Geotrichum candidum

contribuye a la formacién del aroma.

La lipdlisis de los componentes grasos del queso en el proceso de maduracidn es de importancia
para el desarrollo del sabor debido a que:
e Esun disolvente de los componentes del olor, que modifican sus umbrales de percepcion.
e Interviene en los equilibrios que
existen entre las formas disociadas y no
disociadas de los acidos grasos.
En el queso hay dacidos grasos libres, unos
estaban ya en la leche recién ordefada vy
otros son consecuencia de la lipdlisis, que ha

podido sufrir la materia grasa mientras estaba

Imagen 2 Descomposicion de la grasa presente en el queso en la leche o posteriormente en el queso.
durante el proceso de maduracion (Chamorro, 2002)

Como resultado de la hidrdlisis de los
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triglicéridos (Imagen N°2), se obtendra por cada molécula de triglicérido una molécula de glicerol y
tres acidos grasos libres. Los agentes responsables de la lipélisis son las lipasas propias de la leche
cruda, las del coagulante (esterasas pregatricas), las bacterianas y las de levaduras y mohos.

Ahora bien el principal papel de la lipdlisis, aun en los quesos en que ésta es pequefia, es el de
formar compuestos (acidos grasos y sus productos derivados) que contribuyan a formar el
conjunto olfato-gustativo.

A medida que progresa la lipdlisis de la materia grasa, aumenta la concentracién de acidos grasos
libres, lo que produce un gusto rancio o jabonoso, que en algunos casos puede ser un efecto

deseado (Chamorro, 2002).

La formacién de ojos

Durante la maduracion se genera amoniaco,
anhidrido carbénico y una pequefia parte de
hidrégeno; una parte de éstos es absorbida
por la masa del queso y otra pasa a ocupar
los pequefios espacios que quedan entre los
granos de cuajada. El aspecto que el queso
ofrece al corte guarda relacién con el
numero, forma y tamafio y distribucion de

los ojos, y es en funcidn de la cantidad de

Imagen 3 Influencia de la descomposicion de la caseina en las ~ 8ases formados (Imagen 3). Los gases se
caracteristicas finales del queso (Chamorro, 2002)

acumulan en las cavidades ya existentes o
en las zonas en las que la masa de queso estd menos trabajada. El anhidrido carbdnico procede

principalmente de la fermentacion propidnica. En los quesos de pequefio formato la fermentacion

15



lactica se caracteriza por la formacién de anhidrido carbdnico e hidrégeno, que producen ojos
abundantes e irregulares, cuyo nimero y tamaio dependen de la velocidad a la que se producen
los gases: son mds numerosos y mds pequefios cuanto mas rapida sea la formacién de gas, y

menos numerosos, pero mayores en el caso contrario. (Dilanjan, 1944).

Proceso de elaboracion del queso de Poro

El queso de Poro es un queso fresco, o ligeramente madurado, elaborado con leche cruda de
vaca, entera. Popularmente se le conoce como Queso de Poro, ya que durante su maduracidn
se forman unos pequenos poros en la pasta del queso. A menudo experimenta una
maduracién involuntaria adicional por tardarse su distribucidon y comercializacién. (Cervantes,

2006)

Se presenta al mercado en piezas pequenas, con un peso que oscila entre 150 y 1kg. Las piezas
vienen parafinadas (con parafina transparente) y envueltas en papel amarillo, bajo el cual luce

su etiqueta.

El queso de Poro es un producto meramente regional que se elabora en la zona de los rios del
estado de Tabasco; concretamente en los municipios de Balancan y Tenosique. En su

fabricacidn se emplean leche de ganado cruzado cebu-pardo suizo.

Los pasos notables en la elaboracién del queso son:

1. Adicién del suero (acido) sin refrigeracion del dia anterior a la leche cruda, como indculo.

2. Selleva a cabo el cuajado enzimatico.

3. Unavez formado el codgulo, éste se corta.
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4. Se desueray se sala.

5. El moldeado se efectia en moldes de madera rectangulares, durante 3 dias.

6. El prensado se lleva a cabo empleando prensas rusticas de madera resistente o piedras,
aqui el queso tarda una semana en la cual comienza la maduracidn del producto. Durante

esta semana el queso se hincha y desborda y los sobrantes se cortan.

7. Elsalado lo lleva a cabo una sola persona, pieza por pieza durante 5 dias repetidamente.

8. El parafinado se lleva a cabo sumergiendo las piezas de queso, previamente lavadas y
oreadas, en un bafio de parafina blanca fundida. El objeto es formar una barrera contra la
deshidratacién del producto y la invasién de mohos. Una vez parafinado, el queso de

madura una semana mas.

9. Se empaca ya parafinado, se envuelve en papel celofan amarillo debajo del cual se coloca

una etiqueta de identificacion comercial.

10. Por ultimo el queso de Poro se distribuye.

Se comercializa a los pocos dias de producido; sin embargo por problemas de distribucion
puede ocurrir que su venta se retarde varias semanas, durante ese tiempo la pasta del queso

continla un proceso de maduracién, hasta llegar al consumidor. (Cervantes, 2006)

Analisis microbioldgico
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Los quesos de pasta dura y prensada tradicionales son productos acidos y con bajo contenido en
humedad, que no resulta el medio adecuado para el desarrollo de la mayor parte de los
microorganismos alterantes. El problema microbiolégico mas frecuente en estos quesos es el
desarrollo de mohos superficiales. Los mohos y levaduras son muy abundantes en el entorno de

las plantas de queseria, especialmente en las de elaboracién artesanal (Early, 1998).

El principal objetivo de los andlisis microbiolégicos de la leche y productos lacteos es garantizar su
seguridad para el consumo, es decir, que no contengan microorganismos patégenos. También es
importante que los productos sean de la mejor calidad higiénica y se conserven durante el maximo
tiempo posible. Para cumplir estos requisitos se realizan analisis microbiolégicos sobre el producto
final. Los medios selectivos contienen uno o mas compuestos que son inhibidores para la mayoria
de organismos pero que lo son significativamente menos para la especie o grupo de especies, que
es necesario aislar. Se debe advertir que, por estar basados en la presencia de reactivos
inhibidores, generalmente seran inhibidores, hasta cierto punto para los microorganismos que

tienen que seleccionar (Adams y Moss, 1995)

Identificacion Molecular

La identificacion molecular se plantea como una moderna alternativa a los procedimientos
morfofisiolodgicos clasicos. En la actualidad, hay una gran variedad de métodos para distinguir
entre miembros de una misma familia, entre los que se encuentran las técnicas basadas en la
biologia molecular. Entre éstas, las técnicas mas empleadas estdn basadas en la variacion
gendmica debida a la evolucidon y normalmente se enfoca al estudio de genes que sirven como
“crondmetros evolutivos”. El andlisis de la secuencia de ADN de los genes que codifican para los
ARN ribosomales es el método mas extendido, siendo también de mucho interés el analisis de la

secuencia de nucledtidos de las llamadas ITS (Internal Transcribed Spacers), que flanquean al gen
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para el ARN ribosomal 5.8S. La regidn ITS1 se localiza entre los genes para los ARN ribosomales
18S y 5.8S y la ITS2 entre los genes para los ARN ribosomales 5.8S y 28S. Estas secuencias ITS
permiten un mayor grado de discriminacién que los propios genes para los ARN ribosomales, al

presentar una mayor tasa de variabilidad por no ser regiones codificantes.

En el caso de las bacterias, se ha utilizado tradicionalmente el gen para el ARNr 16S con el

propdsito de establecer relaciones filogenéticas entre grupos ( Hughes, M.2007).

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que ha revolucionado el modo de
manipular, clonar y detectar fragmentos de DNA ya que se ha convertido en una de las técnicas
basicas de Biologia Molecular ampliamente utilizada debido a su rapidez, especificidad, flexibilidad

y aplicabilidad.

La PCR parte de la premisa de que el ADN bicatenario puede desnaturalizarse, de manera que
ahora en cada una de sus hebras pueden alinearse unos oligonucleétidos disefiados para ser
complementarios a porciones de cada una de las cadenas. Cuando estos oligonucledtidos se situan
en extremos opuestos de una region en particular, pueden servir como cebadores para una de
DNA polimerasa, lo que permite formar una porcién de DNA bicatenario definida por estos dos
cebadores. La repeticion de los ciclos de desnaturalizacion, alineamiento (hibridacion) y
polimerizacidn es capaz de producir cantidades crecientes del producto, resultando una
amplificacion de orden exponencial de la secuencia enmarcada por los cebadores. Por lo tanto,
bastaria una cantidad muy pequefia de DNA molde para obtener una gran masa tras la PCR; de
hecho se ha utilizado para amplificar un gen partiendo de una unica célula, o lo que es lo mismo,

de una unica molécula de DNA molde. (Claros, G. et al. 2001)
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Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Fundamento tedrico

Las moléculas de acidos nucleicos, debido a la carga negativa proporcionada por los fosfatos a pH
fisiolégico, se mueven hacia el anodo (polo positivo) cuando estan expuestos a un campo eléctrico
a una velocidad constante determinada por el balance entre la fuerza eléctrica y el rozamiento con

el medio.

La concentracion de la agarosa en el gel es la que va a determinar el tamafio de poro del mismo
(150nm en un gel al 1%) y por lo tanto el poder de resolucién. No hay que confundir resolucion
con separacion puesto que si bien los geles de agarosa tienen gran capacidad de separacion al ser
capaces de separar bandas desde 200 a 50000 nucleétidos, tienen poco poder de resolucién ya

gue no discriminan entre bandas de masa molecular proxima.

Visualizacion

Aunque los acidos nucleicos absorben en el UV, no emiten ninguna luz visible. Ademas, las
cantidades que se manejan habitualmente no crean suficiente “sombra” como para poderlos
observar directamente, por lo que es necesario tefirlo. Para ello se utiliza el bromuro de etidio,
agente que se intercala entre las bases de los acidos nucleicos, de manera que la luz ultravioleta a
254nm se absorbe por el DNA y se transmite al bromuro de etidio que absorbe entre 302 y
366nm, y todas estas radiaciones se emiten como fluorescencia a 590 nm (rojo anaranjado). La
ventaja del bromuro de etidio es que su fluorescencia se ve incrementada 25 veces cuando se
intercala en acidos nucleicos bicatenarios, mientras que no varia mucho cuando estd libre o
asociado a acidos nucleicos monocatenarios. Por otra parte la incorporacion del bromuro de etidio

al DNA provoca que un desenrrollamiento, lo que lleva a un aumento de la longitud en las
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moléculas de DNA y la formacion de superhélices compensatorias en los DNA circulares. Asi el

DNA lineal incorpora mucho mas bromuro de etidio que el circular.

Utilizando este tipo de geles se puede calcular la concentracién aproximada de un DNA cortado
por enzimas de restriccion. También se puede determinar si el ADN estd intacto o ha sufrido
degradacion, en cuyo caso aparecera una estela borrosa (smear) a partir del tamafio esperado

hacia abajo como una amplia banda borrosa que corre cerca del frente electroforético.

El resultado de un gel tefiido con bromuro de etidio puede ser facilmente fotografiado con una
pelicula de autorevelado o mediante la captacién de la imagen por una camara de video con salida

a una impresora de papel térmico (Claros, G. et al. 2001).

Secuenciacion de DNA

Existen dos métodos utilizables indistintamente para ordenar fragmentos largos de ADN: el
método de Sanger y el de Maxam y Gilbert. Aunque difieren en algunos aspectos quimicos, ambos
se basan en le mismo principio, la generacidon de fragmentos de ADN con un punto comun de
iniciacion pero con terminables variables (fragmentos encadenados). La secuencia se infiere con

gran precisidon una vez determinada su longitud exacta.

Para determinar la secuencia de bases de un segmento de DNA, es preciso obtener un nimero
grande de copias idénticas. Si la molécula que contiene la secuencia es relativamente pequeiia es
factible averiguar el orden de la molécula completa. En tal caso sélo es necesario separar la
molécula del acido nucleico contaminante. Si la secuencia forma parte de una molécula mucho
mas grande el procedimiento normal es clonar el segmento deseado vy ver el orden de un

fragmento de restriccion purificado del ADN clonado. Puesto que el método de Sanger utiliza
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ADN unicatenario, es preciso que el segmento sea digerido con una nucleasa para convertirlo en

ADN unicatenario o, preferiblemente clonado en un vector unicatenario para empezar con él.

La determinacion del orden de fragmentos purificados de una sola cadena se consigue generando
una serie de fragmentos encadenados de ADN incubando el fragmento de con ADN polimerasa,
una secuencia cebadora corta complementaria a una regiéon del fragmento (a menudo un
fragmento de restriccion corto), los cuatro desoxinucleotidos trifosfato (uno o mas de los cuales es
radiactiva), y una pequefa cantidad de un didesoxinucledsido trifosfato. La incorporacion de

didesoxitimidina, que carece de un grupo 3’-hidroxilo, finaliza la polimerizacién en ese punto.

Tras un periodo adecuado de incubacion, la mezcla contendra cadenas de ADN radioactivo de
longitud variable. Del nimero de clases de moléculas ADN que difieren de una a otra en longitud,
depende del nimero de restos timidina, ya que para cada uno de ellos en la nueva cadena habra

una familia de moléculas de ADN radiactivo que terminard en ese punto.

En la practica se realizan cuatro incubaciones paralelas idénticas excepto que cada una contiene
un didesoxinucledsido trifosfato diferente y, de aqui, que termine en una base distinta. Después se
desnaturaliza la mezcla y se somete a electroforesis para efectuar una separacion por tamafios de
las cadenas recién sintetizadas. La posiciéon de las bandas radiactivas sobre el gel se observa
presionando el gel sobre una pelicula de rayos X que es expuesta a degradacion radiactiva
localizada del radioisétopo incorporado al ADN. En el revelado la pelicula muestra una serie de
bandas expuestas, cada una de las cuales corresponde a una clase de tamafio de ADN
unicatenario. La secuencia se puede inferir directamente de ese autorradiograma; el fragmento
mas corto estard en la mezcla de incubacidn que contenga el andlogo didedoxi de la primera base

después del cebador, el siguiente fragmento mds corto estard en la mezcla que contenga en
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analogo didesoxi de la segunda base después del cebador; y asi sucesivamente para los cientos de

bases (Innis M, Geltand, 1999)

Existen nuevas técnicas basadas en la electroforesis capilar que permiten una mejor
automatizacion del proceso: las muestras se preparan manualmente y se depositan
automaticamente en el capilar ya preparado, con lo que ya no es necesario preparar geles de
acrilamida. Los secuenciadores automaticos pueden analizar en pocas horas hasta 96 muestras
diferentes. Por otra parte, la reaccién misma puede realizarse de manera automatizada gracias a

sistemas robotizados conectados a aparatos de PCR (Tagu, D.).
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OBJETIVOS GENERALES

Aislar y caracterizar la flora microbiana presente en el queso de Poro originario del estado de
Tabasco.

OBIJETIVOS PARTICULARES
Aislar e identificar los tipos de microorganismos presentes en el queso de poro
Conocer mediante pruebas de actividad metabdlica en los microorganismos que se aislen

Determinar la identificacidn de las cepas aisladas por métodos de biologia molecular

METODOLOGIA

Preparacién de los extractos de queso

- Se pesaron 10g de cada queso en una bolsa Ziploc®, después se le agregaron 90 mL de
agua peptonada estéril. Esta mezcla se homogeneizo en el stomacher durante 2 minutos a
una velocidad normal.

- De esta suspensién anterior se hicieron diluciones decimales hasta llegar a 10”.

Conteo de microorganismos en placa

Cuantificacién de hongos y levaduras

- Anpartir de la dilucién 10" hasta la dilucién 107 se tomaron 5 plL con una micropipeta de
cada dilucién y fueron colocados en un cuadrante de una caja petri con medio PDA (BD
Bioxon, México) estéril. Este paso se realizo por triplicado

- Las cajas fueron incubadas 24 h a 37°C
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- Transcurrido el tiempo de incubacidn, se contaron las colonias correspondientes a cada
dilucién y se realizaron los cdlculos correspondientes para determinar la cantidad de

hongos y levaduras presentes por gramo de muestra.

Cuantificacion de coliformes totales

- Apartir de la dilucién 10" hasta la dilucién 10”7 se tomaron 5 pL con una micropipeta de
cada dilucién y fueron colocados en un cuadrante de una caja petri con medio EMB (BD
Bioxon, México) estéril. Este paso se realizd por triplicado

- Las cajas fueron incubadas 24 h a 37°C

- Transcurrido el tiempo de incubacién, se contaron las colonias correspondientes a cada
dilucion y se realizaron los calculos correspondientes para determinar la cantidad de UFC

presentes por gramo de muestra.

Cuantificacion de bacterias lacticas

- Anpartir de la dilucién 10" hasta la dilucién 107 se tomaron 5 plL con una micropipeta de
cada dilucién y fueron colocados en un cuadrante de una caja petri con agar MRS (Difco,
USA) estéril. Este paso se realizd por triplicado

- Las cajas fueron incubadas 24 h a 37°C

- Transcurrido el tiempo de incubacién, se contaron las colonias correspondientes a cada
dilucion y se realizaron los calculos correspondientes para determinar la cantidad de UFC

presentes por gramo de muestra.

Cuantificaciéon de meséfilos aerobios
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- Apartir de la dilucién 10" hasta la dilucién 10”7 se tomaron 5 pL con una micropipeta de
cada dilucién y fueron colocados en un cuadrante de una caja petri con agar nutritivo
(Dibico, México) estéril. Este paso se realizd por triplicado

- Las cajas fueron incubadas 24 h a 37°C

- Transcurrido el tiempo de incubacién, se contaron las colonias correspondientes a cada
diluciéon y se realizaron los calculos correspondientes para determinar la cantidad de UFC

presentes por gramo de muestra.
Aislamiento y purificacion de los microorganismos
De las cepas resultantes en la parte de cuantificacion de microorganismos se seleccionaron todas
aquellas con caracteristicas diferentes aparentes y se sembraron en tubos con medio estéril igual
al del que provenian.

- A cada cepa se le realizé una tincidon, azul de metileno para las levaduras y de Gram para
las bacterias para determinar la pureza de la cepa.
- Paralas cepas no puras se empled la técnica de Miles y Misra, sembrando en una caja

con medio estéril del que provenia la cepa.
Pruebas de Actividad Metabdlica

- Actividad Proteolitica
Las cepas puras se sembraron por picadura en agar leche’. Se incubaron a 37°C por 7 dias.
Con revisién periddica cada 2 dias. Se tomd como positiva la prueba cuando se presentd
alrededor de cada colonia un halo translucido.

- Actividad Lipolitica

1 . .
Preparacién de reactivos Anexo |
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Las cepas puras se sembraron por picadura en agar tributirina®. Se incubaron a 37°C por 7 dias.
Con revisidn periddica cada 2 dias. Se tomd como positiva la prueba al presentarse alrededor de

cada colonia un halo translucido.

- Formacion de gas

Las cepas puras se sembraron por asada en tubos con caldo nutritivo que contaban en su interior
con una campana Durham. Se incubaron a 37°C por 2 dias. Se tomd como positiva la prueba al

notarse a simple vista burbujas de gas atrapadas en la campana.

Identificacion de los microorganismos aislados (PCR)

Extraccion de DNA

La extraccidon de DNA gendmico total se realizé mediante el empleo del Kit Wizard™, DNA
Purification Kit (Promega, USA), la técnica empleada conforme el manual técnico correspondiente
es la siguiente:

Metodologia para bacterias®

1. Las bacterias que se encontraban puras fueron inoculadas por asada en 10 mL de caldo
nutritivo (las provenientes de agar AN y EMB) o caldo MRS (las provenientes de agar
MRS).

2. Se tomd un mL del cultivo y se colocd en tubos para microcentrifuga de 1.5 mL estériles,
homogeneizando el tubo con cultivo antes de tomar la muestra. Se centrifugd a 14000
rpm por 2 minutos. Se desecho el sobrenadante.

3. Seresuspendieron las células en 480 pL de EDTA 50 mM.

4. Posteriormente se le adicionaron 120uL de solucién de lisozima (10 mg /mL). Y se mezcld

el contenido.

2 . .
Preparacién de reactivos Anexo |
3 . . . .
Materiales y reactivos adicionales ver Anexo |
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Se incubd la muestra a 37°C por 60 minutos en un bafio de agua. Posteriormente se
centrifugd a 14000 por 2 minutos. Se desechd el sobrenadante.

Se le agregd a la muestra 600uL de solucidn de lisis de nucleo, se pipeted para mezclar.

Las muestras se incubaron a 80 °C por 5 minutos para lisar las células. Posteriormente se
dejo enfriar a temperatura ambiente.

Se le adiciond a la muestra 3 pL de solucidon de RNasa. Invirtiendo el tubo de 2 a 5 veces
para mezclar.

Se incubaron las muestras a 37°C por 60 minutos. Se dejé enfriar a temperatura ambiente.
Posteriormente se le adicionaron 200 puL de solucién de precipitacion de proteinas. Los
tubos fueron agitados con vortex por 20 segundos.

La muestra se incubd en hielo por 5 minutos. Posteriormente se centrifugé a 14000 rpm
por 3 minutos.

El sobrenadante se transfirié a un tubo limpio que contenia 600 puL de isopropanol a
temperatura ambiente. Se mezcld por inversion hasta obtener una masa visible de ADN.
La muestra se centrifugd a 14000 rpm por 2 minutos.

Se drend el sobrenadante y se secd con un papel absorbente y se le agregaron 600 pL de
etanol al 70% a temperatura ambiente, y se pipeted para mezclar.

Se centrifugd a 14000 rpm por 2 minutos. Cuidadosamente se aspiré el etanol.

Se dejé secar el pelet por 10 a 15 minutos. Se le adiciond 100 pL de solucién rehidratante

de DNA. Las muestras fueron almacenadas a 4°C por 24 h antes de su uso.

Metodologia para levaduras®

1.

Las levaduras una vez purificadas fueron inoculadas por asada en 10 mL de medio PMY.

4 . . . .
Materiales y reactivos adicionales ver Anexo |
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Se tomd un mL del cultivo y se colocd en tubos para microcentrifuga de 1.5 mL estériles,
homogeneizando el tubo con cultivo antes de tomar la muestra.

Se centrifugd a 14000 rpm por 2 minutos. Se deseché el sobrenadante.

Se resuspendieron las células en 293 pL de EDTA 50 mM.

Posteriormente se le adicionaron 7.5ul de solucion de liticasa (40 mg /mL). Y se pipeted
para mezclar.

Se incubé la muestra a 37°C por 60 minutos en un bafio de agua. Posteriormente se
centrifugd a 14000 por 2 minutos. Se deseché el sobrenadante.

Se le agregd a la muestra 300uL de solucién de nucleasa, se mezclé el contenido.
Posteriormente se le adicionaron 100 puL de solucién de precipitacion de proteinas. Los
tubos fueron agitados con vortex por 20 segundos.

La muestra se incubd en hielo por 5 minutos. Posteriormente se centrifugd a 14000 rpm
por 3 minutos.

El sobrenadante se transfirié a un tubo limpio que contenia 300 puL de isopropanol a
temperatura ambiente. Se mezcld por inversion hasta obtener una masa visible de ADN.
La muestra se centrifugd a 14000 rpm por 2 minutos.

Se drend el sobrenadante y se secé con un papel absorbente los bordes del tubo y se le
agregaron 300 pL de etanol al 70% a temperatura ambiente, y se pipeted para mezclar.

Se centrifugé a 14000 rpm por 2 minutos. Cuidadosamente se aspird el etanol. Se dejo
secar el pelet por 10 a 15 minutos.

Se le adicionaron 50 pL de solucidén rehidratante de DNA.

Se le adiciond a la muestra 1.5 plL de soluciéon de RNasa. Invirtiendo el tubo de 2 a 5 veces
para mezclar. Y se incubd 15 minutos a 37°C.

Las muestras fueron almacenadas a 4°C por 24 hrs antes de su uso.
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Después de haber extraido el DNA de las cepas aisladas se confirmd la presencia de éste por

medio de una electroforesis en gel de agarosa al 1%

Tabla 1. Condiciones de electroforesis en gel de agarosa al 1% con un voltaje de 84 V.

Volumen de los componentes de la electroforesis en gel de agarosa

para separar DNA y los productos de PCR de bacterias y levaduras.

COMPONENTE VOLUMEN (pL)
Muestra de DNA o producto de 5

PCR o marcador (Promega,USA)

Tampon de carga® (Promega,USA) 2
H,0 estéril 13
Volumen final 20

Después del tiempo requerido para llevar a cabo la electroforesis, se tifié el gel con bromuro de
etidio durante 15 minutos y se visualizd irradiando con luz UV, para lo cual se empled un equipo
de fotodocumentacién GelDoc 2000(Bio-Rad).

PCR

Se realizd una mezcla de reaccién correspondiente para cada muestra trabajada.

Tabla 2. Mezcla de reaccion para PCR de bacterias.

Reactivo Concentracion Stock Concentracion final Volumen (pL)
DNAmolde @ - 100 pg/mL 1
H,O destilada estéril - e 29.5
Buffer 10X 5X 1X 10

5 s o4 .
Caracteristicas de los reactivos ver Anexo |
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MgCl, 25 mM 2.5mM 5

CLr L 10 mM 0.2mM 1
(Promega, USA)
Cebador 9F 20 uM 1uM 1.5
Cebador 939R 20 uM 1uM 1.5
Taq Polimerasa Su/ul 2.50/uL 05
(Promega, USA)
Volumen final 50

Tabla 3. Mezcla de reacciéon para PCR de Levaduras

Reactivo Concentracion Stock Concentracidn final Volumen (uL)
DNAmolde @ - 100 pL/mL 1
H,O destilada estéril - e 27.5
Buffer 10X 5X 1X 10
MgCl, 25 mM 2.5mM 5
dNTP MIX 10 mM 200mM 1

(Promega, USA)

Cebador ITS 5 20 uM 1uM 2.5
Cebador ITS 4B 20 uM 1uM 2.5
Taq Polimerasa Su/ul 2.50/ul 05
(Promega, USA)

Volumen final 50

La mezcla de reaccidon se preparé en un tubo de microcentrifuga de 250 puL que se encontraba en
bafio de hielo, posteriormente la amplificacién se llevd a cabo en un termociclador Corbett

Research con los siguientes programas:
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Tabla 4.Condiciones de reaccion

Bacterias Levaduras

Precalentamiento 94°C por 2 minutos  94°C por 2 minutos
Desnaturalizacion 94°C por 1 minuto  94°C por 45 segundos

Hibridacion 65°C por 1 minuto  55°C por 45 segundos

Amplificacién 72°C por 1 minuto 72°C por 1 minuto
Extension 72°C por 5 minutos ~ 72°C por 3 minutos
Ciclos 30 30

Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% estimando
el tamano de los fragmentos por comparacién de su movilidad con la del marcador estandar de
1kb.

Para bacterias se amplificd por PCR una region del gen 16S rDNAcon los primers universales: 5’-
GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3° (E9F-forward) y 5-CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC-3’ (E939R-

reverse), como fue reportado previamente por Forney y col (2004).

En el caso de las levaduras se usaron los primers ITS5 (5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) e
ITS4b (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) disefiados para, respectivamente, secuencias conservadas
del gen 18S rDNA y 28S rDNA (Gardes and Bruns, 1993; Larena et al., 1999). Los productos
amplificados incluyen, asi, una secuencia parcial del gen 18S rDNA, el espaciador interno transcrito
1 (ITS1), el gen 5.8S rDNA completo, el espaciador interno transcrito 2 (ITS2) y una secuencia

parcial del gen 28 s rDNA.
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Purificacion de productos de PCR

Los productos de PCR se purificaron por medio de los sistemas comerciales Wizard™ SV Gel and

Clean-Up System (Promega, USA). Conforme el manual técnico el protocolo siguiente:

10.

11.

12.

Se agregd un volumen igual de solucion de unién a la membrana a los productos de PCR.
Después esta mezcla se depositd en una minicolumna SV que se encontraba dentro de un
tubo de colecta.

Se incubd a temperatura ambiente por 1 minuto.

Se centrifugd a 16000 rpm por 1 minuto.

Se descarté el liquido del tubo de colecta y se inserté nuevamente la minicolumna dentro
del tubo de colecta.

Posteriormente la columna se lavéd con 700 uL de solucién de lavado de membrana,
previamente diluida con etanol al 95%. Después se centrifugd a 16000 rpm por 1 minuto.
Se desecho el liquido del tubo de colecta.

Se repitid el paso anterior con 500 pL de solucién de lavado de membrana y se centrifugd
durante 5 minutos a 16000 rpm.

Se vacio el tubo de colecta y se dejo evaporar el etanol residual a temperatura ambiente
durante 5 minutos.

Se transfirié la minicolumna a un tubo de microcentrifuga limpio de 1.5 mL.

Después se agregaron 50 plL de agua libre de nucleasas a la minicolumna y se incubd a
temperatura ambiente durante 1 minuto.

Se centrifugd la 16000 rpm por 1 minuto.

Finalmente se descartd la minicolumna y se guardd el DNA a 4°C.
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Secuenciacion del DNA

La secuenciacion de las muestras se llevd a cabo en el Laboratorio Divisional de Biologia Molecular

de la Division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud, de la UAM-I.
Una vez que las secuencias fueron obtenidas se realizé la comparacion de las regiones
amplificadas con las ya registradas en las bases de datos en este caso la comparacién se hizo

mediante la utilizacion de GenBank del NCBI (National Center for Biotechnology Information) que

esta disponible en la siguiente direccidn electrénica: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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RESULTADOS Y DISCUSION

Al poder contar con el analisis proximal de las piezas de queso de Poro con que se trabajaron,
gracias a un proyecto realizado en paralelo, se puede tener un panorama mas amplio sobre las
condiciones fisicoquimicas con las que cuenta el queso, esto es el microambiente encontrado en

las muestras (Tabla N°5).

Tabla N°5. Analisis proximal de las muestras de queso6

Quesos
Pardmetro El 3 Usumacin 4 La Bejuc San Promedi
Tigr herman ta Herman Nativida al Marquit o]
e os os d o
Aw 0.94 0.94 0.95 0.95 0.97 0.93 0.96 0.95
pH 3.8 3.9 4.2 3.9 3.7 3.7 3.9 3.87
% acido 1.2 0.8 0.7 0.7 0.9 0.9 0.7 0.84
lactico
% NaCl 2.5 2.2 2.3 1.9 0.7 2.3 1.9 1.97
% humedad 33.7 29.6 325 32 32.2 29.7 36.3 32.29
ST 66.4 70.4 67.4 37.4 67.8 70.3 63.7 63.34
% (BS) 4.7 3.9 5 3.9 2.2 4.9 4.2 4.11
cenizas
% (BS) grasa  63.8 48.3 52.4 57.9 52.8 62.6 55.2 56.14
%(BS)protei 41.4 48.6 47.5 45.7 44.7 36.4 45.9 44.31
na

El pH encontrado en las piezas de queso oscila entre 3.8-4.2, como se sabe el pH al que se
encuentran los quesos es variable dependiendo del tipo de queso del que se trate tanto si es
madurado o no, en este caso el pH que es inferior a 5 nos indica que en el queso de Poro existe un
gran porcentaje de acido lactico. En este tipo de productos existe una fermentacion inicial por

bacterias acidolacticas que produce una gran cantidad de &cido lo cual se traduce en la

® Estos datos son resultado de un proyecto paralelo sobre el analisis fisicoquimico de las mismas piezas de
queso de poro de trabajo (Contreras G, 2011).
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disminucién del pH. Por otro lado, el pH bajo puede influir en la cantidad y tipo de
microorganismos que se desarrollen en el queso. Es decir esta condicién favorece el crecimiento
de cierto tipo de microorganismos e inhibira el de otros.

En este caso al no recibir ninglin tratamiento térmico la leche que se utiliza para la elaboracién del
gueso de poro, es leche bronca y es muy probable que contenga una alta carga microbiana, misma
que permanecerd en el producto y a su vez ésta sera la encargada de darle al queso sus
caracteristicas fisicoquimicas asi como sensoriales. A su vez este medio acido del microambiente
del queso favorece el crecimiento y proliferacion de varios microorganismos que formaran la flora
nativa del queso, asi como toda la indumentaria que tenga contacto con la pasta del queso en el

proceso de su elaboracidn ya que es un proceso 100% artesanal

Imagen 4. Muestras de Queso Trabajadas

Imagen 5. Extractos de las muestras de queso
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Tabla 6 Conteo en placa de los microorganismos presentes en el queso de Poro (expresados en log)

Bacterias Coliformes Hongos y

Muestra aer:\)nb?Z(:{:;?sc /e) lacticas totales levaduras
(UFC/g) (UFC/g) (UFC/g)
Queso 5.477121255 500  3.602059991 5.477121255
Bejucal
Queso 3
5.00 5.30 5.00 5.477121255
hermanos
Queso 4
5.00 5.00 4.301029996 53
hermanos
Queso 5.30 530  4.477121255  5.00
Natividad
Queso Tigre 4.30 5.00 4.477121255 5.477121255
Queso San 5.00 4.477121255  4.30 5.00
Marquito
Queso 5.00 5.30 5.00 4.30
Usumacinta
Limites
establecidos
No
Por la NOM- No reportado reportado 100 UFC/g 500 UFC/g
243-SSA1- P
2010

La tabla N° 6 muestra los resultados expresados del conteo en placa y al comparar directamente
estos datos podemos observar que quedan muy por arriba de los limites maximos en ambos
valores reportados por la norma es decir para coliformes totales y hongos y levaduras. En cuanto
a las UFC/g de hongos y levaduras el limite es de 500 UFC/g para quesos frescos y madurados, en
todas las muestras de trabajo el nimero que se encontrd es mayor que éste, posteriormente la
identificacion de este tipo de microorganismos aislados de las muestras de trabajo nos permitiria
concluir que se trata de levaduras en un gran porcentaje y no de hongos. En base a esto ninguno
de los productos analizados cumpliria con esta norma, aunque dicha comparacién no es del todo
valida ya que la NOM-243-SSA1-2010 se refiere a productos elaborados a base de leche
pasteurizada y como ya sabemos el queso de Poro esta elaborado con leche bronca sin ningin

tratamiento térmico.
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Al llevar acabo la siembra de los extractos de queso en medios diferenciales como era de
esperarse se encontré una alta poblacién en todos los medios y al observar la morfologia colonial
de los microorganismos podemos destacar que algunas colonias provenientes del Agar EMB
presentaron un brillo metalico lo que indica la presencia en el queso de microorganismos
coliformes, asi como otras presentaron coloracidn rosa lo que indica que son microorganismos
qgue pueden metabolizar la lactosa, estos a su vez es muy probable que provengan de la leche que
se usa como materia prima para la elaboracion del queso asi como el gran nimero de bacterias
lacticas que fueron aisladas a partir del agar MRS. Por otra parte en el agar AN (para
microorganismos mesofilos aerobios) se presentd el crecimiento de una colonia cuya morfologia
colonial y microscdpica (cocos Gram +, colonia color crema, convexa y viscosa) es muy
caracteristica de los microorganismos de Staphylococcus sp. generalmente estos microorganismos
estdn presentes en los productos comerciales gracias a la contaminacién de estos por contacto

humano (Stainer,1996).
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Imagen 6. Siembra en medios diferenciales, agar AN.

Imagen 7. Siembra en medios diferenciales, agar EMB.

Imagen 8. Microorganismos aislados en tubos.

Imagen 9. Microorganismos aislados en tubos.
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., . . . 7
Tabla 7 Morfologia de los microorganismos aislados

MEDIOD | No.
E
AISLAMI
ENTO

- Color Forma Borde Elevacion Textura

Morfologia Colonial Morfologia microscopid

bacilos cortos,

AN 1 blanca  circular entero convexa seca
Gram +
AN 2 beige circular entero convexa viscosa levaduras ovoides
AN 3 ézfri amiboide entero convexa viscosa cocos, Gram +
bacilos cortos, con
EMB 1 purpura circular entero convexa viscosa  extremos redondeados,
Gram +
rosa
claro bacilos con extremos
EMB 2 con circular entero convexa seca redondeados,
centro Gram -
purpura
PDA 1 blanca  circular entero convexa seca levaduras forma ovoide
PDA 2 crema circular entero convexa viscosa  levaduras forma ovoide
PDA 3 blanca  circular entero convexa seca levaduras forma ovoide
MRS 1 blanca  circular entero convexa viscosa el Il

cortos), Gram +

_ Queso 3 hermanos

MEDIODE

AISLAMIE Morfologia Colonial Morfologia microscdpid

Color Forma Borde Elevacion Textura

AN 1 crema circular entero convexa viscosa  estreptococos, Gram +
. . levaduras de forma
AN 2 blanca circular entero convexa viscosa .
ovoide
. . levaduras de forma
PDA 1 blanca circular entero convexa viscosa .
ovoide
blanco bacilos largos de
MRS 1 con circular entero convexa viscosa  extremos redondeados,
beige Gram +
naranja . .
MRS 3 ) circular entero convexa seca bacilos Gram +
obscuro

7 La descripcién de las colonias se hizo en base al Manual de Practicas de Microbiologia General (Ramirez G.,
2006)
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Queso 4 hermanos

MEDIODE
AISLAMIE Morfologia Colonial Morfologia microscopic
Color Forma Borde Ele\:‘aao Textura
azul con s bacilos largos,con
EMB 2 brillo 2 ondulado  plana seca extremos redondeados,
metalico € Gram -
bacilos largos,con
MRS 1 blanca circular entero convexa viscosa extremos redondeados,
Gram +
MRS 2 beige circular entero convexa viscosa levaduras forma ovoide

Queso Natividad

MEDIODE
AISLAMIE Morfologia Colonial Morfologia microscopic
Color Forma Borde Ele\:‘acm Textura
AN 1 blanco circular entero convexa viscosa bacilos, Gram -
. . . bacilos cortos,extremos
AN 3 beige circular  entero convexa viscosa
redondeados Gram +
azul con
. s ondula .
EMB 1 brillo amiboide do plana seca bacilos largos, Gram -
metalico
verde con
EMB 2 brillo amiboide on(;:lula plana seca bacilos cortos, Gram +
metalico °
purpu.ra o ondula .
EMB 3 con brillo  amiboide do plana seca bacilos cortos, Gram +
metalico
rosa con
EMB 5 centro circular entero convexa seca cocos Gram-
morado
verde con
EMB 6 brillo amiboide entero convexa seca bacilos largos, Gram -
metalico
PDA 1 beige amiboide entero convexa viscosa levadurasforma ovoide
PDA 2 blanca circular  entero plana seca levaduras forma ovoide
PDA 3 blanca circular  entero plana  viscosa levaduras forma ovoide
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blanca con

PDA 5 centro circular  entero plana seca levaduras forma ovoide
beige
PDA 6 beige circular  entero elevada seca levaduras forma ovoide
beige con
PDA 7 centro circular  entero elevada seca levaduras forma ovoide
blanco
blanca con .
. bacilos extremos
MRS 1 centro circular entero convexa seca
. redondeados, Gram +
beige
. . bacilos, extremos
MRS 2 beige circular entero convexa seca !

redondeados, Gram +

_ Queso San Marquito

MEDIODE Morfologia
AISLAMIE Morfologia Colonial yioriolog!
microscopica
Color Forma Borde Elevacion Textura
AN 1 blanca circular entero convexa viscosa bacilos cortos, Gram +
AN 2 amarilla circular entero convexa viscosa bacilos cortos, Gram +
s ondula bacilos cortos, extremos
AN 3 crema  amiboide plana seca
do redondeados, Gram -
s ondula bacilos cortos, extremos
AN 4 crema  amiboide plana seca
do redondeados, Gram +
o ondula .
AN 5 crema  amiboide do plana seca bacilos cortos, Gram +
EMB 1 purpura circular entero convexa viscosa estreptobacilos Gram +
PDA 1 crema amiboide entero elevada viscosa levaduras forma ovoide
PDA 2 blanca  amiboide entero elevada viscosa levaduras forma ovoide
MRS 1 blanca circular entero convexa viscosa bacilos cortos, Gram +
MRS 2 beige circular entero convexa viscosa bacilos cortos, Gram +

| = QuesoTie

MEDIODE Morfologia
AISLAMIE Morfologia Colonial microscégica
NTO P
_ Color Forma Borde Elevacion Textura
AN 2 blanca amiboide ondulado plana seca  estreptobacilos, Gram +
0 bacilos, extremos
AN 3 crema amiboide ondulado plana seca
redondeados, Gram +
PDA 1 blanca circular  entero convexa Vviscosa levaduras forma ovoide
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PDA 2 blanca amiboide entero plana viscosa levaduras forma ovoide
bacilos cortos con

MRS 1 blanca circular entero convexa Vviscosa extremos redondeados,
Gram +
beige .
coi bacilos largos,con
MRS 2 circular entero convexa Vviscosa extremos redondeados,
centro
Gram +
balnco

Queso Usumacinta

MEDIODE Morfologia
AISLAMIE Morfologia Colonial X R
microscopica
Color Forma Borde Textura
AN 1 blanco circular entero elevada viscosa cocos Gram+
purpura
EMB 1 con brillo circular entero plana seca bacilos cortos, Gram +
metalico
, puntifo . .
EMB 2 purpura rme entero plana viscosa bacilos cortos, Gram +
PDA 1 blanca circular entero convexa viscosa levaduras, forma ovoide
bacilos largos con
MRS 1 blanca circular entero convexa seca extremos redondeados,
Gram +
beige con
MRS 2 centro  circular entero convexa seca bacilos cortos, Gram +
naranja

De las siete piezas de Queso de Poro trabajadas se aislaron un total de 54 cepas y una vez que los
microorganismos fueron aislados se determinaron pruebas de actividad metabdlica es decir
pruebas de actividad proteolitica y lipolitica, asi como formacidn de gas, debido a la importancia y
aportacién que éstas brindan durante los cambios bioquimicos en la maduracién del queso.

En cuanto a los microorganismos aislados se puede observar que un gran porcentaje corresponde

a (61.10 %) bacterias esto habla de que esta es la poblacion predominante debido al
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microambiente formado en el queso. A su vez de esta poblacion de bacterias aisladas la mayoria

corresponde a bacterias lacticas. Esto puede deberse a que la poblacion de microorganismos en el

queso de poro proviene enteramente de la leche bronca utilizada para su elaboracion.

Imagen 10. Tipo de microorganismos aislados de las piezas de queso de estudio

70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%

Tipo de microorganismos aislados

0.00%

Bacterias Levaduras

Imagen 11. Tipo de bacterias aisladas de las piezas de queso de estudio
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40.00%

30.00%

20.00%
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47.69%
41.20%
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Bacterias lacticas  Enterobacterias Meséfilos aerobios
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A su vez es claro en la imagen N° 11 que se pudo aislar un porcentaje de enterobacterias, aunque
este es muy pequefio (11.11%) no podemos descartar la posible presencia de uno o mas
microorganismos patégenos que pudieran generar algun dafio en la salud de la poblaciéon que
consuma el Queso de Poro, pero también sabemos que existen microorganismos que son
clasificados como enterobacterias y que no presentan ningln riesgo, es decir pueden estar

presentes bajo ciertas cantidades permisibles.

Imagen 12. Tipo de actividad metabdlica determinada en los microorganismos aislados

Al recabar la informacién
obtenida en la imagen N° 12
donde es claro que |Ia
mayoria  (50%) de los
microorganismos aislados
presenta actividad

proteolitica.

Imagen 13 Protedlisis en las piezas de Queso de Poro de trabajo
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En el caso del Queso de Poro la presencia de protedlisis, imagen N° 13 podemos observar gracias
a un estudio fisicoquimico que se realizé en paralelo, de las mismas piezas de trabajo, donde
podemos observar claramente que el grado de lipdlisis aumenta del estado del queso fresco y
comparar con realizar el mismo estudio 4 meses después, esto nos indica la presencia de
microorganismos proteoliticos en las 7 piezas de queso. Asi como los aportes de la protedlisis en el

sabor y textura del Queso de Poro.

El proceso proteolitico en la maduracion de los
quesos es importante porque:
e Contribuye directamente o indirectamente
en el olor del queso
e Potencia el sabor, ya que se liberan
sustancias sdpidas durante la masticacion.
e Contribuye a la ruptura de la red proteica de
la cuajada (solubiliza la proteina) y esto

f r la textur
puede afectar |a textura Imagen 14. Degradacion de la caseina, proteina

mayoritaria de la leche (Chamorro, 2002)
e En ocasiones, es causa del desarrollo de

caracteristicas no deseadas (coloraciones marrones, formacién de cristales y sabores
amargos)(Chamorro, 2002).
Durante la maduracién, las proteinas se descomponen en compuestos nitrogenados mas
simples. En primer lugar, se degrada a péptidos que, por la accidn de algunas aminopeptidasas
y carboxipeptidasas se escinden en sus aminoacidos constituyentes. Estos contribuyen al
conjunto olfato-gustativo basico del queso, sobre todo aquellos que poseen un sabor amargo

(Chamorro, 2002).
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Imagen 15. Influencia de la descomposicion de la
caseina en las caracteristicas finales del producto
(Chamorro, 2002)

Como se puede observar en la imagen N°15 Ia
actividad proteolitica también influye en la textura
final del producto debido a la degradacién de la
red proteica puede facilitar la formacién de los
ojos en el queso, caracteristica muy particular en el

queso de poro.

También podemos observar en la imagen N°12 el
siguiente  porcentaje  corresponde a los
microorganismos que cuentan con actividad
lipolitica y proteolitica, y en tercer lugar a los que
solo cuentan con actividad lipolitica.

La lipdlisis de los componentes grasos del queso

en el proceso de maduracién es de importancia

para el desarrollo del sabor, sin embargo

como se observa en la imagen N°16, que

Imagen 16 Cambios en la poblacion de la flora microbiana
en el proceso de maduracion del queso (Scott, 1998).

corresponde a los cambios de poblacidn microbiana en el proceso de maduracion de un queso

tipico y basada en la poblacién microbiana tipica de la leche ,la poblacidn de microorganismos

lipdliticos es baja desde el principio del proceso de maduracién del queso, y es por esta razén que

la mayor parte de la grasa permanece intacta durante dicho proceso, esto favorece ciertos

beneficios en el sabor final del queso debido a que la grasa:
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e Esun disolvente de los componentes del olor, que modifican sus umbrales de percepcion.

e Interviene en los equilibrios que existen entre las formas disociadas y no disociadas de los

acidos grasos.

En el queso hay acidos grasos libres, unos estaban ya en la leche recién ordefiada y otros son

consecuencia de la lipélisis, que ha podido sufrir la materia grasa mientras estaba en la leche o

posteriormente en el queso.

Lo que se observa en la imagen N°16 son datos arrojados en los casos de quesos elaborados con

leche que ha sufrido algun tratamiento térmico previo a la elaboracidn del queso, en el caso del

Queso de Poro, podemos observar gracias a un estudio fisicoquimico que se realizd en paralelo

sobre las mismas piezas de trabajo, que el grado de lipdlisis es significativo en las piezas de queso,

esto puede deberse a varios factores, como el hecho principal de que la leche utilizada no tiene

ningun proceso de pasteurizacién por lo que los microorganismos lipoliticos provengan en su

mayoria de ésta, pero también es
importante mencionar que durante el
proceso de la elaboracion del Queso
de Poro no hay ningin momento en
el que el queso sea sometido a
refrigeracion por lo tanto estos
microorganismos  podrian  seguir
llevando a cabo la lipélisis en mayor
porcentaje en comparacion con los

quesos de elaboracién mas tipica.

16
14
12

0,8
0,6
0,4
0,2

% AGL. (Oleico)

Lipolisis

muestras

B El tigre
0 3 Hermanos
O Usumacinta
B 4 Hermanos
B La Natividad
O Bejucal

B San Marquito

Imagen 17 Lipdlisis presente en las piezas de Queso de Poro de

trabajo
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Ahora bien el principal papel de la lipdlisis, aun en los quesos en que ésta es pequeiia, es el de
formar compuestos (acidos grasos y sus productos derivados) que contribuyan a formar el
conjunto olfato-gustativo.

A medida que progresa la lipdlisis de la materia grasa, aumenta la concentracién de acidos grasos

libres, lo que produce un gusto rancio o jabonoso (Chamorro, 2002).

En cuanto a la formacidon de gas un 38.9 % de la poblacién correspondiente a las levaduras
aisladas presentaron formacién de gas positiva. Mientras que el 61.1% correspondiente a las
bacterias, no present6 actividad de formacidon de gas alguna a partir de la fermentacién de lactosa.
Lo que indica que en su mayoria las levaduras aisladas pueden contribuir a la formacidon de los ojos
en la pasta de queso que posteriormente constituird los poros en el Queso de Poro. Estos poros

son indispensables para las caracteristicas sensoriales de este tipo de queso.

IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS AISLADOS

Una vez que se habia estudiado la morfologia colonial y microscdpica de los microorganismos
aislados se procedid a su identificacion de mediante la comparacion de secuencia del gen
ribosomal 16s.

En la actualidad existen muchos métodos analiticos muy sencillos y que requieren de muy poco
material para extraer el ADN de los diferentes tipos de microorganismos. Esto es de suma utilidad
para el proceso de PCR. (Barlett J., 2003). En las imagenes 18 y 19 podemos observar los geles que
son resultado de las electroforesis realizadas para la comprobacién de la presencia tanto del ADN

extraido a los microorganismos aislados como productos de PCR.
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Imagen 19. Electroforesis de productos de PCR
correspondientes a las levaduras aisladas del
queso Natividad

Imagen 18. Electroforesis de la extraccion del
ADN de las levaduras aisladas del queso
Natividad

Una vez obtenidos los productos de PCR, estos se secuenciaron. La secuenciacién de productos de
PCR es una herramienta para la identificacién de microorganismos en base a su ADN (Hughes S.,
2007). En la imagen N° 20 se puede observar la interpretacion de una de la secuenciacién obtenida

para la cepa Natividad 5 PDA.
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Imagen 20. Secuenciacion del producto de PCR de la cepa Natividad 5 PDA
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Imagen 21. Identificacion del microorganismo Natividad 5 PDA al comparar la secuencia de su producto de PCR en la
base de datos del NCBI

La identificacion de los microorganismos por el método de PCR, nos permite obtener mas
informacién acerca de las caracteristicas y comportamiento de cada microorganismo que pueda
ser identificado por este método. (Innis, M., 1999).En la imagen N° 21 podemos observar la
identificacion de la cepa Natividad 5 PDA como Issatchenkia orientalis con un 98% de

concordancia, en la secuencia que se introdujo en el sistema del NCBI.

Después de la identificacidn de las 54 cepas se pudo recabar la siguiente informacion.

Tabla 8 Resultados de la identificacion de las cepas por PCR

M. AISLADO | IDENTIFICACION MAX SCORE | VALORE MAX
PROPUESTO IDENTIFICACION

Bejucal 2 AN  Candida tropicalis 898 99%
BeJucaI 1EMB Bacillus sp. 99%
(s)
Bejucal 1 PDA Issatchenkia 96%
orientalis
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Issatchenkia 876 0.0 99%

Bejucal 3 PDA . .
orientalis

M. AISLADO | IDENTIFICACION MAX SCORE | VALORE MAX
PROPUESTO IDENTIFICACION

3 hermanos 2 [ssatchenkia 98%
orientalis
3 hermanos Lactobacillus casei 1415 98%
1 MRS

M. AISLADO | IDENTIFICACION MAX SCORE | VALOR E MAX
PROPUESTO IDENTIFICACION

4 hermanos 1  Bacillus sp. 1384 99%
MRS

M. AISLADO | IDENTIFICACION MAX SCORE | VALORE MAX
PROPUESTO IDENTIFICACION

Natlwdad 3 Bacillus subtilis 97%
Natividad 2 Bacillus sp. 1400 96%
EMB

Natividad 5  No se pudo
EMB determinar
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Natwndad 1 [ssatchenkia 872 98%
orientalis
Natwndad 3 Kluyveromyces 98%
cremoris
Nat|V|dad 6 Issatchenkia sp. 98%
Natividad 1  Lactobacillus 100%
MRS paracasei

M. AISLADO | IDENTIFICACION MAX SCORE | VALOR E MAX
PROPUESTO IDENTIFICACION

Sn Maqulto 2 Bacillus 1293 99%
licheniformis

Sn Maqwto 4  Bacillus sp. 1334 99%

Sn Marquito  Bacillus sp. 1352 99%
1 EMB

Sn Marquito  Kluyveromyces 1243 99%
2PDA marxianus

Sn Marquito  Lactobacillus 100%

2 MRS paracasei

M. AISLADO | IDENTIFICACION MAX SCORE | VALOR E
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|| PROPUESTO | | IDENTIFICACION

Tigre 3AN  Bacillus sp 1092 98%

98%

Tigre 2 PDA Issatchenkia A
orientalis

0,
Tigre 2 MRS Bacillus mojavensis 1055 96%

M. AISLADO | IDENTIFICACION MAX SCORE | VALORE MAX
PROPUESTO IDENTIFICACION

Usumacinta 1 Bacillus sp. 99%
EMB
Usumacmta 1 Issatchenkia 1le-108 86%
terricola
Usumacinta 2 Lactobacillus casei 98%
MRS

Una vez que ya se obtuvo la identificacidn de los microorganismos por medio de métodos de
biologia molecular es que podemos atribuir a que el mayor porcentaje de microorganismos
presentes en el Queso de Poro se debe a la presencia de bacterias lacticas tales como Lactobacillus
paracasei y Lactobacillus plantarum. Estos géneros corresponden a bacterias tipicas de la leche y
los productos lacteos asi como a Lactobacillus casei que ademds de ser un microorganismo
comunmente encontrado en los productos lacteos, se ha encontrado que en algunos casos es
responsable de provocar defectos como en el queso Mozzarella debido a la produccién de gas

(M.P. Doyle, 1997). Sin embargo en este estudio la cepa aislada no presenté actividad de
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formacién de gas esto puede deberse a que ciertos microorganismos sdlo presentan algunas
actividades metabdlicas bajo determinadas condiciones en el medio en que se desarrollan. Esto

también nos ayuda a entender el gran porcentaje de acido lactico en las piezas de Queso de Poro.

Basandonos en lo ya discutido anteriormente encontramos que después de las bacterias lacticas
el resto de la poblacién corresponde a enterobacterias y mesdfilos aerobios, dentro de la
poblacién de enterobacterias aisladas e identificadas encontramos a Klebsiella sp asi como
Klebsiella oxytoca lo cual nos indica presencia de coliformes en el producto esto puede deberse a
gue la elaboracién del queso de poro es un proceso 100% artesanal en el que la leche no sufre
ningun proceso térmico para poder garantizar la inocuidad del producto final, generalmente este
microorganismo se encuentra como contaminante del agua y del aire, asi como también ha sido
encontrado en el estudio de productos lacteos (Saeb,2003), por lo que al entrar en contacto con la
leche permanecera durante todo el proceso hasta estar presente en el producto final. Al encontrar
a dicho microorganismo en el queso de poro nos habla de la falta de seguridad alimentaria debido
a que Klebsiella sp. asi como Klebsiella oxytoca en seres humanos puede provocar enfermedades
como endocarditis, meningitis, enteritis o infecciones de partes blandas, es decir su presencia en

alimentos significa un riesgo a la salud del consumidor (Bernard, 1984).

Dentro de los microorganismos identificados en la clasificacién de mesofilos aerobios
encontramos a Bacillus licheniformis, Bacillus sp., Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis, Bacillus
mojavensis estos microorganismos generalmente se encuentran como contaminantes de suelos
(Roman-Blanco,C., 1999) y en lo seres humanos presentan un comportamiento oportunista al
provocar enfermedades de partes blandas y en algunos casos enfermedades gastrointestinales

como es el caso de Bacillus thuringiensis que se ha demostrado es productor de enterotoxinas
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capaces de provocar diarreas en humanos. (Gouping ,2007). Por otra parte tenemos también a
Staphylococcus sp que se identifica generalmente como microorganismo contaminante producto
de la manipulaciéon humana ya que es huésped de la piel en los seres humanos. Sin embargo
Staphylococcus sp en bajas poblaciones no presentan ningun riesgo de enfermedad al consumidor
por ingestién del producto debido a que necesita estar presente en grandes poblaciones para

producir toxinas.

Por otra parte se encontré que un 38.9% de la poblacidn total aislada corresponde a levaduras,
dentro de este grupo se pudo identificar microorganismos como Pichia sp, Issatchenkia orientalis,
Issatchenkia terricola, Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis, Kluyveromyces marxianus asi
como Kluyveromyces cremoris. De estos la mayoria como lo son Pichia sp., Issatchenkia orientalis,
Issatchenkia terricola, Kluyveromyces marxianus y Kluyveromyces cremoris han sido aislados en
estudios de productos lacteos como quesos frescos, quesos madurados y la leche misma. Esto es
debido a que las levaduras pueden ser encontradas en los quesos debido a su adaptabilidad en
productos con altos niveles de sal, bajos valores de pH y bajos niveles de actividad acuosa(K.
Lopandic, et. al.,2007).Debido a que las especies pertenecientes al género Kluyveromyces
producen B-galactosidasa y son potentes fermentadoras de azucares, K.marxianus es una de las
dos levaduras que mds abundan en los productos lacteos, ademas de encontrarse en gran
variedad de frutas y causar alteraciones en los quesos como lo es el hinchamiento de la pasta de
queso generado por la formacion de gas (Jay, 1992). Por otra parte tenemos que Candida
tropicalis se encuentra generalmente en la piel y mucosas humanas y es causante de
enfermedades en el ser humano como la septicemia y la candidiasis lo cual significa un riesgo para

la salud del consumidor del producto (Jawets, 1999).
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Imagen 22. Frecuencia de la presencia de microorganismos identificados en los quesos estudiados
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Imagen 23. Frecuencia de la presencia de los microorganismos identificados en los quesos estudiados
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En cuanto a la frecuencia de las levaduras que se identificaron en las piezas de queso de estudio
se puede mencionar que el microorganismo identificado como Issatchenkia orientalis se
encuentra presente en las 7 piezas de queso estudiadas esto puede ser debido a que como ya se
menciond anteriormente este microorganismo es propio de los productos lacteos, sin embargo al
realizar las pruebas de actividad metabdlica y saber que este microorganismo tiene la capacidad
de generar gas, podemos asociar a este microorganismo como responsable de tener un papel
importante en la formacion de la textura del queso de poro ya fue encontrado en todas la piezas

de queso de estudio y en cantidades considerables.

Al contar con la identificacion de los microorganismos aislados y los resultados de las pruebas de
actividad metabdlica a las que fueron sometidos es evidente la posible aportacion que tienen
estos en la formacion de las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del queso de Poro ( tabla
N° 6), como se observa todos los microorganismos presentaron actividad proteolitica, mientras
que solo 2 de las especies aisladas presentaron actividad lipolitica y como ya fue mencionado
antes solo las levaduras presentaron formacion de gas positiva por lo que es posible que estas
ultimas estén muy relacionadas con la formacion de la textura y del sabor del Queso de Poro. Esto
es mas claro en las imagenes N° 13y 17 que ilustran la protedlisis y la lipdlisis presente en las

piezas de que queso de poro, como ya fue discutido anteriormente.

Tabla 5 Actividad metabdlica de los microorganismos aislados

Microorganismo Act. Protedlitica Act. Lipdlitica Formacion de gas

Bacillus licheniformis

Bacillus mojavensis + + -
Bacillus sp + + -
Bacillus subtilis + - -
Bacillus thuringiensis + - -
Klebsiella oxytoca + - -
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Lactobacillus casei
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus paracasei
Staphylococcus sp
Pichia sp
Issatchenkia terricola
Issatchenkia orientali
Candida tropicalis

Kluyveromyces cremoris

+ + + + + + + + + +
1

+ + + + + +

Kluyveromyces marxianus

Se podria considerar a l.orientalis para la propuesta un inéculo en el caso de realizar un producto
tipo queso de poro que garantizara la inocuidad ante el consumidor, debido a que la formacién
positiva de gas que tuvo este microorganismos con respecto a los demads hace mas notoria su
aportacién en las caracteristicas del queso sin embargo no se puede ignorar las otras aportaciones
de los demas microorganismos es decir como a las bacterias lacticas que pueden ser responsables
de la alta acidez del queso y que se lograron identificar como bacterias tipicas de la leche asi
como por ejemplo de las levaduras Kluyveromyces y Kluyveromyces marxianus que han sido
aisladas de productos lacteos comerciales, sélo se debe considerar que el crecimiento de
cualquiera de los microorganismos que se planee incluir en el indculo entre dentro de los limites

establecidos por la NOM-243-SSA1-2010, para que sea un producto seguro para su consumo.
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CONCLUSIONES

El Queso de Poro no cumple con la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-243-SSA1-2010,
PRODUCTOS Y SERVICIOS. LECHE, FORMULA LACTEA, PRODUCTO LACTEO COMBINADO Y
DERIVADOS LACTEOS.DISPOSICIONES Y ESPECIFICACIONES SANITARIAS. Debido a la
presencia de un alto contenido de carga microbiana.

A las 54 cepas aisladas y purificadas se les hicieron pruebas de actividad metabdlica, como
actividad protedlica, actividad lipélitica y formacién de gas. Del total de los
microorganismos aislados sdlo las levaduras presentaron actividad de formacion de gas
positiva.

De las 54 cepas aisladas se identificaron 52, dentro de las cuales se encontraron 10
especies diferentes de bacterias y 6 especies diferentes de levaduras. Siendo las bacterias
la poblacidn predominante.

De los microorganismos identificados la mayoria han sido aislados de productos lacteos.
1. orientalis y Bacillus sp. son los microorganismos que se encontraron con mayor
frecuencia, es decir en las 7 piezas de queso por lo que es muy probable que estén

involucrados en proporcionarle al queso de poro sus caracteristicas tanto fisico-quimicas

como sensoriales asi como pueden ser parte de la flora nativa de la region.
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RECOMENDACIONES

e Realizar un estudio microbioldgico del queso de Poro mas apegado a lo sefialado por la
NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-243-SSA1-2010, PRODUCTOS Y SERVICIOS. LECHE,
FORMULA  LACTEA, PRODUCTO LACTEO COMBINADO Y  DERIVADOS
LACTEOS.DISPOSICIONES Y ESPECIFICACIONES SANITARIAS

e Realizar estudios de inocuidad de las cepas aisladas e identificadas en este estudio para
probar su viabilidad en la preparacién de un indculo que sea utilizado en la fabricacién de
un producto tipo queso de Poro.

e Realizar pruebas del crecimiento microbiano y de las actividades metabdlicas de los
microorganismos aislados.

e Realizar un perfil sensorial del queso de Poro
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ANEXO |

REACTIVOS UTILIZADOS

Medios de cultivo

EMB (Agar Eosinay Azul de Metileno) de la marca BD Dixon (México)

MRS de la marca BD DIFCO

AGAR NUTRITIVO de la marca DIBICU

AGAR LECHE

15% (v/v) de leche descremada

15% de agar

Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Una reaccion positiva es indicada por la formacién de un halo claro alrededor de la colonia

AGAR TRIBUTIRINA (g/L)

Peptona 5
Extracto de levadura 3
Tributirina 10 ml
Agar 15

Modo de preparacion

Disolver la peptonay el extracto de levadura en el agua, después agregar la tributirina y
emulsificar, después agregar el agar y disolver con 5 minutos a ebullicién.

Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Por ultimo agregar la glucosa previamente esterilizada.

Una reaccion positiva es indicada por la formacion de un halo claro alrededor de la colonia
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Materiales y reactivos adicionales utilizados en la extraccién de DNA de los microorganismos
aislados

Aislamiento de DNA de bacterias

Tubos de microcentrifuga de 1.5 mL

- Bafiodeaguaa37°C

- Bafo de agua a 80°C

- Isopropanol (J.T. Baker, México) a temperatura ambiente

- Etanol (J.T. Baker, México) al 70% a temperatura ambiente
- Solucién de EDTA( J.T. Baker, USA), 50 mM (pH 8.0)

- Lisozima 10 mg/mL (Sigma, Cat.# L7651)

Aislamiento de DNA de levaduras

Tubos de microcentrifuga de 1.5 mL
- Medio PMY
- Bafo deaguaa37°C
- Isopropanol (J.T. Baker, México) a temperatura ambiente
- Etanol (J.T. Baker, México) al 70% a temperatura ambiente
- Solucién de EDTA( J.T. Baker, USA), 50 mM (pH 8.0)
- Liticasa 40 mg/mL (Sigma, Cat.# L2524)
Caracteristicas de los reactivos utilizados en la reaccién de PCR.
- Tubos de microcentrifuga de 250 plL
- GoTaq DNA Polymerase (Promega, Cat. # M3005).
- Solucién de unién de membrana
- 4.5 M Isotiocianato de guanidina

- 80% de etanol



- 16.7 M acetato de potasio (pH 8.0)
Solucién de lavado de membrana

- 4,5M lIsotiocianato de guanidina

- 0.5M acetato de potasio (pH 5.0)

Etanol (J.T. Baker, México) al 70% a temperatura ambiente
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ANEXO II. SECUENCIAS

COLONIA

Bejucal 1 AN
CGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGT
AAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTNNNACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATA
AAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC
CAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTG
ATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTT
GACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCG
TTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCA
ACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGNNACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAG
GAGCGAAAGCGTGGGGAGCGA

Bejucal 2 AN
GATTTGAGGTCAAGTTATGAAATAAATTGTGGTGGCCACTAGCAAAATAAGCGTTTTGGATAAACCTAAGT
CGCTTAAAATAAGTTTCCACGTTAAATTCTTTCAAACAAACCTAGCGTATTGCTCAACACCAAACCCGGGGG
TTTGAGGGAGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAG
ATTCGATGATTCACGAATATCTGCAATTCATATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAA
CCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGACTATTGTAATAATAAATCAAGTTTGACTGTAAATAAAAAGTTTG
GTTTAGTTATAACCTCTGGCGGTAGGATTGCTCCCGCCACCAAAGAAATTTGTTCAATAAAAAACACATGTG
GTGCAATTAAGCAAATCAGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTA

Bejucal 3 AN
GCTATCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCAACGATA
CGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTNNNNG
GATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACGGTACCTAATCA
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATT
GGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCA
TTGGAAACTGGGAAACTTGAGTACAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCNTGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGA
GATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGG
Bejucal 1IEMB
ACTCCGGGAAACCGGGGCTNNNACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTC
GGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGA
TGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTC
GGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAA
CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATT
ATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGG
TCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGNNACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCG
TGGGGAGCGA

Bejucal 1 PDA
ATTTGAGGTCAAGTTATGAAATAAATTGTGGTGGCCACTAGCAAAATAAGCGTTTTGGATAAACCTAAGTC
GCTTAAAATAAGTTTCCACGTTAAATTCTTTCAAACAAACCTAGCGTATTGCTCAACACCAAACCCGGGGGT
TTGAGGGAGAAATGACGCTCAAACAGGCATGCCCTTTGGAATACCAAAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGA
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TTCGATGATTCACGAATATCTGCAATTCATATTACGTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAAC
CAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGACTATTGTAATAATAAATCAAGTTTGACTGTAAATAAAAAGTTTGG
TTTAGTTATAACCTCTGGCGGTAGGATTGCTCCCGCCACCAAAGAAATTTGTTCAATAAAAAACACATGTGG
TGCAATTAAGCAAATCAGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTA

Bejucal 2 PDA
TTCACCTGATTTGAGGTCGAGCTTTTTGTTGTCTCGCAACACTCGCTCTCGGCCGCCAAGCGTCCCTGAAAA
AAAGTCTAGTTCGCTCGGCCAGCTTCGCTCCCTTTCAGGCGAGTCGCAGCTCCGACGCTCTTTACACGTCGT
CCGCTCCGCTCCCCCAACTCTGCGCACGCGCAAGATGGAAACGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAAT
GCCGAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAGAACTCGATGATTCACGATGGCTGCAATTCACACTAGGTATCGCAT
TTCGCTGCGCTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGTTTGTTTTTTCGTAGATT
TCTCTTGTCGACTATATGCTATATTCCACATTTTAGGTGTTGTTGTTTTCGTTCCGCTCACGCAGTGTAGTAGT
AAATCACAGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACACT

Bejucal 3 PDA

TTCTTCACCTGATTTGAGGTCGAGCTTTTTGTTGTCTCGCAACACTCGCTCTCGGCCGCCAAGCGTCCCTGAA
AAAAAGTCTAGTTCGCTCGGCCAGCTTCGCTCCCTTTCAGGCGAGTCGCAGCTCCGACGCTCTTTACACGTC
GTCCGCTCCGCTCCCCCAACTCTGCGCACGCGCAAGATGGAAACGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGA
ATGCCGAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAGAACTCGATGATTCACGATGGCTGCAATTCACACTAGGTATCGC
ATTTCGCTGCGCTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGTTTGTTTTTTCGTAGA
TTTCTCTTGTCGACTATATGCTATATTCCACATTTTAGGTGTTGTTGTTTTCGTTCCGCTCACGCAGTGTAGTA
GTAAATCACAGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACACT

Bejucal 1 MRS
GTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCT
GCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAA
ACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACG
GCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGT
GAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGG
TACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCG
GCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACG
CTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACNGGATTAGATACCCTGGNNGTCCACGCCGTAAACNATGAGT
GCTAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCTTANTGNTGCAGCTAACGCATTANNACTCCGCCTGGGGA

3 hermanos 1 AN
TCGAGCGAACGGATAAGGAGCTTGCTCCTTTGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACC
TACCTATAAGACTGGAATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATGCCGGATAACATTTGGAACCGCATGGTTCT
AAAGTAAAAGATGGTTTTGCTATCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGG
CTTACCAAGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCA
GACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTG
AGTGATGAAGGTNNNNGGATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTGTGCACA
TCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGC
TCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTACAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCNTGTGTAG
CGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTG
ATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACNGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAACGATGAGTGCTAN
TGTTAGGGG

3 hermanos 2 AN
ATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCT
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TCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACG
ATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTAGGGAATCTTCGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGNGAACT
TGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCA
GTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGNANCGAAAGNNTGGGGNGCGANCNGGATTA
GATACCCTGNTAGTCACGCCGTA

3 hermanos 1 PDA
ATTTGAGGTCGAGCTTTTTGTTGTCTCGCAACACTCGCTCTCGGCCGCCAAGCGTCCCTGAAAAAAAGTCTA
GTTCGCTCGGCCAGCTTCGCTCCCTTTCAGGCGAGTCGCAGCTCCGACGCTCTTTACACGTCGTCCGCTCCG
CTCCCCCAACTCTGCGCACGCGCAAGATGGAAACGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCGAGG
GGCGCAATGTGCGTTCAAGAACTCGATGATTCACGATGGCTGCAATTCACACTAGGTATCGCATTTCGCTGC
GCTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGTTTGTTTTT

3 hermanos 1 MRS
CGAACGAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCAACATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAG
TAACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCA
AGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCT
AGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGG
GACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGA
TGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGG
CAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAC
AGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGNCGAAGNCGGCTGTC
TGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAA

3 hermanos 3 MRS
GAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCC
TGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACA
TAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTC
ACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGA
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAG
TGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACC
TTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG
CGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCT
CAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGNAATTCCACGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTG
AGGANCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGNAGTCCACGCCGTAAACNATGAGTGCT
AGTGTTNGGGGTT

4 hermanos 2 EMB
GCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGAT
GCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTC
GGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAA
CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATT
ATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGG
TCATTGGAAACTGGNGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGNANCGAAAGNN
TGGGGNGCGANCNGGATTAGATACCCTGNTAGTCACGCCGTA

4 hermanos 1 MRS
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TGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGT
AACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGG
TTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGT
AACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCC
GCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGG
GCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAG
CCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTC
CACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAA
CTGACGCTGANGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTG

4 hermanos 2 MRS
GAAATTTGATAATGTTTGAAAAGTGGATTTTTTTTTTTGTTTTGGCAAGAGCATGAGAGCTTTTACTGGGCA
AGAAGACAAGAGATGGAGAGTCCAGCCGGGCCTGCGCTTAAGTGCGCGGTCTTGCTAGGCTTGTAAGTTT
CTTTCTTGCTATTCCAAACGGTGAGAGATTTCTGTGCTTTTGTTATAGGACAATTAAAACCGTTTCAATACAA
CACACTGTGGAGTTTTCATATCTTTGCAACTTTTTCTTTGGGCATTCGAGCAATCGGGGCCCAGAGGTAACA
AACACAAACAATTTTATTTATTCATTAAATTTTTGTCAAAAACAAGAATTTTCGTAACTGGAAATTTTAAAAT
ATTAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATGAAAAACGCAGCGAAATGCGATACGTAAT
GTGAATTGCAAAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCAGGGGGCAT
GCCTGTTTGAGCGTCATTTCCTTCTCAAACATACTGTTTGGTAGTGAGTGATACTCTTTGGAGTTAACTTGAA
ATTGCTGGCCTTTTTCATTGGATGTTTTTCTTTTTCCAAAGAGAGGTTTCTCTGCGTGCTTGAGGTATAATGC
AAGTACGGTCGTTTTAGGTTTTACCAACTGCGGCTAATCTTTTTTATACTGAGCGTATTGCACGTTATCGATA
AGAAGAGAGCGTCTAGGCGACATGTTCTTAAAGTTTGACCTCAATCAGTAGGAGTACTCGCTGACTAAGCA
TATTCAATAAGCGGAG

Natividad 1 AN
GATCAAACTCAATGCGTTAGCTGCCCCAATAAAATCTCAAGGATTCCAACGGCTAGTTGACATCGTTTTCGG
GGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCCCACCTCAGTGTCAGTATGAGCCCAGG
TGGTCCCCTTCGCCACTGGTGTTCCTTCCTATATCTACCCATTTCACCGCTACACAGGAAATTCCACCACCCTC
TGCCCTACTCTAGCTCGCCAGTTTTGGATGCACTTCCCAGGTTGAGCCCGGGGATTTCACATCCAAATTAAC
GAACCACCTACCCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCCATTAAAGCTTGCACCCTCTGTATTTCCGCGGCTGCTG
GCACAGAGTTAACCGGTGCTTATTCTGTCGGTAACGTCAAAACAGCAAGGTATTCGCTTACTGCCCTTCCTC
CCAACTTAAGTGCTTTAAATCCGAAAACCTTCTCCACACACGCGGCATGGCTGGATCAGGCTTTCACCCATT
GTCCAAAAATCCCCACTGCTGCCTCCCCAAGGAGTCTGGACCGCGTCTCAATTCCCGTGGGACTGATCATCT
TCTCATAAGAATACGGATCGAGCCCTTGGTGAGCCATTACCTCTCCACTAAATTAATTCAACCAGGGTCTCT
ATAGAGCAAGGGCCCGAAAGGTCCCTGCCTTTTTCTCTCAGGGAAGAAGGGGGGATAAAAGTTTCATTTTC
Natividad 3 AN
ACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTT
ACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGA
CCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAA
GCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCC
ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTA
AAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAA
CTGGNGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGG
AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGNANCGAAAGNNTGGGGNGCG
ANCNGGATTAGATACCCTGNTAGTCACGCCGTA

Natividad 1 EMB
TAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATG
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GAGGGGGATAACTNCTGGAAACGGTANCTAATACCGCATAACNTCGCANGACCAAAGAGGGGGACCTTC
GGGCCTCTTGCCATCNNATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGAC
GATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACNCTGGAACTGAGACACGGNCCAGACTCCTACNGGAG
GCAGCAGNGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCANNCATGCCGCGNGNATGAAGAAGGCC
TTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGNGGAGGAAGGGAANAAGGTTAATAACCTTGNTNATTGACGTTACC
CNCANAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGNCANCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTNATCGG
AATTACTGGGCGTAAAG

Natividad 2 EMB
TCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTG
CCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAA
CATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC
TCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGA
GTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTAC
CTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGNTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGG
CTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGT
AGCGNTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGNGNAGGNGANTCTCTGGTCTGTNACTGACG
CTGANGANCGAAAGCNTGGGGAGCGANCNNGATTAGATACCCTGGTAGTCCACNNCNTANNCNATGANT
GCTAGTGNTAGGGGGTTTCCGCCCTTANTGNTGCAGCTA

Natividad 3 EMB
CNTGCANNTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCA
TGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAAC
GCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATA
GGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGT
AGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCANGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAA
AGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTG
Natividad 6 EMB
AACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGG
TTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGT
AACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCC
GCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGG
GCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCANGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAA
Natividad 1 PDA
CTGATTTGAGGTCGAGCTTTTTGTTGTCTCGCAACACTCGCTCTCGGCCGCCAAGCGTCCCTGAAAAAAAGT
CTAGTTCGCTCGGCCAGCTTCGCTCCCTTTCAGGCGAGTCGCAGCTCCGACGCTCTTTACACGTCGTCCGCTC
CGCTCCCCCAACTCTGCGCACGCGCAAGATGGAAACGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCGA
GGGGCGCAATGTGCGTTCAAGAACTCGATGATTCACGATGGCTGCAATTCACACTAGGTATCGCATTTCGC
TGCGCTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGTTTGTTTTTTCGTAGATTTCTCT
TGTCGACTATATGCTATATTCCACATTTTAGGTGTTGTTGTTTTCGTTCCGCTCACGCAGTGTAGTAGTAAAT
CACAGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTNCNNNCTTTTACTTC

Natividad 2 PDA
TGATTTGAGGTCGAGCTTTTTGTTGTCTCGCAACACTCGCTCTCGGCCGCCAAGCGTCCCTGAAAAAAAGTC
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TAGTTCGCTCGGCCAGCTTCGCTCCCTTTCAGGCGAGTCGCAGCTCCGACGCTCTTTACACGTCGTCCGCTCC
GCTCCCCCAACTCTGCGCACGCGCAAGATGGAAACGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCGAG
GGGCGCAATGTGCGTTCAAGAACTCGATGATTCACGATGGCTGCAATTCACACTAGGTATCGCATTTCGCT
GCGCTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGTTTGTTTTTCGTAGATTTCTCTTG
TCGACTATATGCTATATTCCACATTTTAGGTGTTGTTGTTTTCGTTCCGCTCACGCAGTGTAGTAGTAAATCA
CAGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTAC

Natividad 3 PDA
TTGAGGTCGAGCTTTTTGTTGTCTCGCAACACTCGCTCTCGGCCGCCAAGCGTCCCTGAAAAAAAGTCTAGT
TCGCTCGGCCAGCTTCGCTCCCTTTCAGGCGAGTCGCAGCTCCGACGCTCTTTACACGTCGTCCGCTCCGCTC
CCCCAACTCTGCGCACGCGCAAGATGGAAACGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAATGLCCGAGGGGC
GCAATGTGCGTTCAAGAACTCGATGATTCACGATGGCTGCAATTCACACTAGGTATCGCATTTCGCTGCGCT
CTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGTTTGTTTTTCGTAGATTTCTCTTGTCGAC
TATATGCTATATTCCACATTTTAGGTGTTGTTGTTTTCGTTCCGCTCACGCAGTGTAGTAGTAAATCACAGTA
ATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTAC

Natividad 5 PDA
GAAGTACTGTGATTTCGTGCTACACTGCGTGAGCGGAACGAAAACAACAACACCTAAAATGTGGAATATAG
CATATAGTCGACAAGAGAAATCTACGAAAAACAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATC
GATGAAGAGCGCAGCGAAATGCGATACCTAGTGTGAATTGCAGCCATCGTGAATCATCGAGTTCTTGAACG
CACATTGCGCCCCTCGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCGTTTCCATCTTGCGCGTGCGCAGA
GTTGGGGGAGCGGAGCGGACGACGTGTAAAGAGCGTCGGAGCTGCGACTCGCCTGAAAGGGAGCGAAG
CTGGCCGAGCGAACTAGACTTTTTTTCAGGGACGCTTGGCGGCCGAGAGCGAGTGTTGCGAGACAACAAA
AAGCTCGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAAGCGGAGG

Natividad 6 PDA
ACTGTGATTTAGTACTACACTGCGTGAGCGGAACGAAAACAACAACACCTAAAATGTGGAATATAGCATAT
AGTCGACAAGAGAAATCTACGAAAAACAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTCGCATCGATG
AAGAGCGCAGCGAAATGCGATACCTAGTGTGAATTGCAGCCATCGTGAATCATCGAGTTCTTGAACGCACA
TTGCGCCCCTCGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCGTTTCCATCTTGCGCGTGCGCAGAGTTG
GGGGAGCGGAGCGGACGACGTGTAAAGAGCGTCGGAGCTGCGACTCGCCTGAAAGGGAGCGAAGCTGG
CCGAGCGAACTAGACTTTTTTTCNGGGACCCTTGGCGGCCAAAAGCGAGGGTTGCNAGACAACAAAAAGC
TCGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA

Natividad 7 PDA
TTGAGGTCGAGCTTTTTGTTGTCTCGCAACACTCGCTCTCGGCCGCCAAGCGTCCCTGAAAAAAAGTCTAGT
TCGCTCGGCCAGCTTCGCTCCCTTTCAGGCGAGTCGCAGCTCCGACGCTCTTTACACGTCGTCCGCTCCGCTC
CCCCAACTCTGCGCACGCGCAAGATGGAAACGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCGAGGGGC
GCAATGTGCGTTCAAGAACTCGATGATTCACGATGGCTGCAATTCACACTAGGTATCGCATTTCGCTGCGCT
CTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGTTTGTTTTTCGTAGATTTCTCTTGTCGAC
TATATGCTATATTCCACATTTTAGGTGTTGTTGTTTTCGTTCCGCTCACGCAGTGTAGTAGTAAATCACAGTA
ATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTAC

Natividad 1 MRS
ATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCT
TCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACG
ATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG
CAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTT
CGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTA
ACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAAT
TATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGG
GTCATTGGAAACTGGNGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGNANCGAAAGN
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NTGGGGNGCGANCNGGATTAGATACCCTGNTAGTCACGCCGTA

Natividad 2 MRS
GAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAA
CACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTG
GACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAG
ATGGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGA
CTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGA
GAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGAT
GTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGT
GGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAA

Sn Maquito 1 AN
TCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTG
CCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAA
CATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC
TCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGA
GTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTAC
CTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGC
TCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGNGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCT
GAGNANCGAAAGNNTGGGGNGCGANCNGGATTAGATACCCTGNTAGTCACGCCGTA

Sn Marquito 2 AN
GTCGAGCGGACCGACGGGAGCTTGCTCCCTTAGGTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCT
GCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGATTGAACCGCATGGTTCAA
TCATAAAAGGTGGCTTTTAGCTACCACTTGCAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACG
GCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC
AGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGT
GAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGG
NACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCC
GGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGANGAGAGTGGAATTCCACGT
GTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAANNGANTCTCTGGTCTGTAACTGAC
GCTGAGGCGCGA

Sn Marquito 4 AN
GGCTACCACTTACNGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGA
TGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCANACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTC
GGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAA
CCAGAAAGCCACGGNTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCNNGAATT
ATTGGGCGTAAAGGGCTCGCANGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCNCGGCTCAACCGGGGAGGG
NCATTGNAAACTGGGGAACTTGAG

Sn Marquito 5 AN
GTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCT
GCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAA
ACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACNGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACG
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GCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCC
ANACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGT
GAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGG
TACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGNTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTGTCNNGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCANGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCN
CGGCTCAACCGGGGAGGGNCATTGNAAACTGGGGAACTTGAG

Sn Marquito 1 EMB
CGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC
CTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAAC
ATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCT
CACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGA
GTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTAC
CTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGC
TCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGANGGNGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCT
Sn Marquito 1 PDA
TGATTTGAGGTCGAGCTTTTTGTTGTCTCGCAACACTCGCTCTCGGCCGCCAAGCGTCCCTGAAAAAAAGTC
TAGTTCGCTCGGCCAGCTTCGCTCCCTTTCAGGCGAGTCGCAGCTCCGACGCTCTTTACACGTCGTCCGCTCC
GCTCCCCCAACTCTGCGCACGCGCAAGATGGAAACGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCGAG
GGGCGCAATGTGCGTTCAAGAACTCGATGATTCACGATGGCTGCAATTCACACTAGGTATCGCATTTCGCT
GCGCTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGTTTGTTTTTCGTAGATTTCTCTTG
TCGACTATATGCTATATTCCACATTTTAGGTGTTGTTGTTTTCGTTCCGCTCACGCAGTGTAGTACTAAATCA
CAGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACA

Sn Marquito 2PDA
CCTGATTTGAGGTCAACTTTGAGAGTTTTGGTTAAAGCCGTATGCCTCAAGGAGACAAACACCAGCGAGTC
TTTATAACACCTATGAGTCTCTATGACCCAAGCTTACCACGAATTGGCGCAAACCTAAGACGTAGATGTGCA
AGAGTCGANNNNATAGACTTGACACGCAGCCCTGCTCACGCAGATGGCAACGGCTAGCCACTTTCAAGTT
AACCCGAGACGAGTATCACTCACTACCAAACCCAAAGGTTTGAGAGAGAAATGACGCTCAAACAGGCATGC
CCCCTGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTTGATGATTCACGAAAATCTGCAATTCACAAT
ACATATCGCAATTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGAATATT
AAATTTTATAGTATAATAGTTTTTCATAATACAAAATATTGTTTGTGTTTATGTCCACTGGAGAGACGAGCTC
TCCAGGGAAGTAGTTCATAGAGAAAAAACTCCATTGTGTTTAGGATGAGAAATAGAAAACTGATAGCAGA
GAATCAAGAACTGGCCGCGCAATTAAGCGCAGGCCTTGTTCAGACGATTCCCCCAGTAATCTATTCATTCAT
AATCTTTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGNAAACCTTGT

Sn Marquito 1 MRS
GAGCGNGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTG
CCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAA
CATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGC
TCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGA
GTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTAC
CTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGC
TCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGNGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCT
GAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGNNGTCCACGCCGTAACGATGAGTGCT
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AGTGTTAGGGGTTTCCGCCCTT

Sn Marquito 2 MRS
GGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTG
GCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCA
ACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG
AGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGG
TTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTA
CCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGG
GAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGA
AAGCGTGGGGAGCGACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCACGCCGTAAACGATGAGTGCT

Tigre 2 AN
GTCGAGCGAATGGATTGAGAGCTTGCTCTCAAGAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAAC
CTGCCCATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACTGCATGGTTC
GAAATTGAAAGGCGGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAC
GGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCC
CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCG
TGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGG
CACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACG
GCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGT
AGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGNGACTTTCTGGTCTGTAACTGACAC
TGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT

Tigre 3 AN
ACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACT
CATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGT
TACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAA
TTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCAC
ATCAGACTTAAGGAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATT
ACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAA
CGGTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGT
CAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCA
GTGTGGNCGATCACCCTCTCAGGNCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCNACTAGCT
AATGNGNCGCGGGTNCATCTGTAAGTGGNAGNCGAAGCCACCTTTTATGTTTGAACCATGC

Tigre 1 PDA
GATTTGAGGTCGAGCTTTTTGTTGTCTCGCAACACTCGCTCTCGGCCGCCAAGCGTCCCTGAAAAAAAGTCT
AGTTCGCTCGGCCAGCTTCGCTCCCTTNCAGGCGAGTCGCAGCTCCGACGCTCTTTACACGTCGTCCGCTCC
GCTCCCCCAACTCTGCGCACGCGCAAGATGGAAACGACGCTCAAACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCGAG
GGGCGCAATGTGCGTTCAAGAACTCGATGATTCACGATGNCTGCAATTCACACTAGGTATCGCATTTCGCT
GCGCTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGTTTGTTTTTCGTAGATTTCTCTTG
TCGACTATATGCTATATTCCACATTTTAGGTGTTGTTGTTTTCGTTCCGCTCACGCAGTGTAGTACTAAATCA
CAGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAACCTTGTTACNNCTTTTACTTCCA

Tigre 2 PDA
TGGAAGTACTGTCGTTTCATGCTACACTTCGCTTGAGCGGAGCAGAAGACAACAACACCTAAAATGTGGAA
TATAGCATATAGTCGACAAGAGAAATCTACGAAAAACAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTC
GCATCGATGAAGAGCGCAGCGAAATGCGATACCTAGTGTGAATTGCAGCCATCGTGAATCATCGAGTTCTT
GAACGCACATTGCGCCCCTCGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTTTGAGCGTCGTTTCCATCTTGCGCGTGC
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GCAGAGTTGGGGGAGCGGAGCGGACGACGTGTAAAGAGCGTCGGAGCTGCGACTCGCCTGAAAGGGAG
CGAAGCTGGCCGAGCGAACTAGACTTTTTTTCAGGGACGCTTGGCGGCCGAGAGCGAGTGTTGCGAGACA
ACAAAAAGCTCGACCTCAAATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAAGCGGAGGAACC
AAATCCCGTTTGTGGATTTACCTTGGTACAACTATTATTTTCCCACCGACTCCCCAACCATGCTCACGGGCAA
AGACAAAAACATAAC

Tigre 1 MRS
TCCCCAGGCGGANTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCATTCA
TCGTTTACGGNATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCATACTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTA
CAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGANTTC
CACTNTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCNATGNNCNTCTNCGGTTGAGCCNNNGGCTTTCACAT
CAGACTTAAAAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTAC
CGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAAATACCGTCAA

Tigre 2 MRS
ATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCT
TGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCT
CTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACT
GGNGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAG
GAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGNANCGAAAGNNTGGGGNGCGAN
CNGGATTAGATACCCTGNTAGTCACGCCGTA

Usumacinta 1 AN
CCTGCCTAGTAGTACATGCCGTCGAGCGACAGATGAGAAGCTTGCTTCTCTGATGTTAGCGGCGGACGGGT
GAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATATA
TATTTTGAACCGCATGGTTCAATAGAAAGACGGTTTCGGCTGTCGCTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAG
CTAGTTGTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCGACGATACCTACGCGACCTGAGAGGGTGATCGGCACACTGG
AACTGAGGACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACG
GAGCAACGCCGCCTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAATTTGTT
AGTAACTGAACAAGTCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACTTGCCACGAGCCGCGGTAA
TAACGTAGGTGGCATGCGTTATCCGGAATTATTGTGCG

Usumacinta 1 EMB
CGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAAC
CGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTG
GTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAG
CAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCG
AATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT
ACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGT
GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGG
AATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTC
TGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCACGCCGTAAA
CGATGAGTGCT

Usumacinta 2 EMB
AGTAGTACATGCCGTCGAGCGACAGATGAGAAGCTTGCTTCTCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAA
CACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATATATATTTTG
AACCGCATGGTTCAATAGAAAGACGGTTTCGGCTGTCGCTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTT
GTAAGGTAATGGCTTACCAAGGCGACGATACCTACGCGACCTGAGAGGGTGATCGGCACACTGGAACTGA
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GGACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCA
ACGCCGCCTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAATTTGTTAGTAA
CTGAACAAGTCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACTTGCCACGAGCCGCGGTAATAACG
TAGGTGGCATGCGTTAT

Usumacinta 1 PDA
GTTACGACTTTTACTTCCACCTCTTCCTCCGCTTATTGATATGCCTTGTTACGACTTTTACTTCCACCTCTCTTT
CCGGTTAGTGGCATGTCCTGCGATCTTTACACGTGGTCCGCTCCGCTCCCCCAACTCTGCGCACGTGCAAGA
TGGAAACGACGCTCAAACCGGCATGCCCCCCGGAATGCCGAGGGGCGCAATGTGCCTTCAAGAACTCGAT
GATTCACGATGGGTGCAATTCACACTAGGTATCGCATTTCGCTGCACTCTTCATCGATGCGAGAACCAAGAG

ATCCGTTGTTGAAAGTTTTGTTTGTTTTTTAAAGAATTCCCTGGTGGAATAAATGCCTAATTTCCACTTTTAG
GAGGTTGTGGTTTCCGTCCCCCTCCGGGGGGAAAACTAAAACCCGGAATGATTCTTCCGGAGGGCCCCTTG
GGGAAACCTGGTTCCAATTTTTC

Usumacinta 1 MRS
CCCAGGGATGTGACGCGAGCGCACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAAC
ACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAA
CCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTT
GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACT
GAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGA
GCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTC
GAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATG
TGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTG
GAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGT
CTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCACGCCGTAA
ACGATGAGTGCTAAGTGTAGGGCTTTCGCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAGCACTCCGCTGGGAGAG
CGTCGCAGACTGAAACTCAAAGAATTGA

Usumacinta 2 MRS

ACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACT
CATCGTTTACGGCGTGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTT
ACAGACCAGAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATT
CCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACAT
CAGACTTAAGGAACCGCCTGCGAGCCCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTAC
CGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTACCGCCCTATTCGAACG
GTACTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGCTTTACGATCCGAAAACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCA
GACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGT
GTGGNCGATCACCCTCTCAGGNCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACC
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