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3. RESUMEN

Estudios previos han determinado la diversidad microbiana presente en el aguamiel,
savia del maguey empleada para la produccibn de pulque, compuesta
principalmente por bacterias acido lacticas (BAL), incluyendo L. mesenteroides, L.
kimchi, L. citreum y en menor proporcidbn por Lactococcus lactis. Las y-
Proteobacteria Erwinia rapontici, Enterobacter sp. y Acinetobacter radioresistens
fueron el segundo grupo bacteriano mas abundante detectado en la savia de agave.
Dado que las y-Proteobacterias identificadas son microorganismos distribuidos de
forma natural en diversos entornos tales como el agua dulce, el suelo y las
superficies vegetales, es posible suponer que estas bacterias son un contaminante
incorporado a la savia durante su acumulacion en el cajete o durante la extraccion
y procedimientos de manejo (Escalante et al., 2008). Aunque Escalante et al. (2008)
no informaron la deteccion de lactobacilos en aguamiel, el aislamiento de
Lactobacillus brevis y L. collinoides de las muestras de savia de agave recolectadas
en Huitzilac, estado de Morelos, se describié en una publicacion reciente (Escalante
A etal., 2016).

Las bacterias endofitas se pueden definir como como aquellos organismos que
residen en tejidos de las plantas, principalmente espacios intercelulares, raramente
en espacios intracelulares y dentro de tejidos vasculares sin causar sintomas de

enfermedad en la planta (Pérez et al., 2010).

El objetivo del presente trabajo fue aislar la diversidad de bacterias endofitas
cultivables asociadas a la planta de maguey pulguero de la poblacion de Huitzilac,
en el Estado de Morelos, a partir del siguiente planteamiento: ¢ Es posible que las
bacterias endofitas del maguey sean las mismas que se han detectado en el
aguamiel? El trabajo realizado consistié en dos partes: La estandarizacién de la
metodologia para la extraccion y cultivo de bacterias enddfitas y la extraccion de
ADN total a partir de la biomasa de la penca de maguey.

En la estandarizacion de la metodologia, se realiz6 el aislamiento de las bacterias

enddfitas en medio selectivo Man Rogosa Sharpe (MRS), APT y Agar Soya Tripiticaseina
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(TSA), obteniendo una mayor cantidad de colonias en el origen de la penca y siendo
mas eficiente la técnica de expresion que la maceracién al visualizar el ADN total
en un gel de electroforesis.

La segunda parte consistié en aplicar estas metodologias para la extraccion de la
fraccion bacteriana enddfita presente en una muestra de pifia de un maguey. Esta
estandarizacion se lleva a cabo debido a que no es facil obtener la muestra de la
pifia ya que se tiene que esperar a la maduracion del maguey para que se realice
el proceso de castracion.

En la muestra de la pifia del maguey se logré el aislamiento de 98 cepas enddfitas,
asi como la extraccion de ADN total y la amplificacién del ADNr 16S de cada cepa.
Su tipificacibn mediante el analisis de restriccibon de ADNr 16S amplificado
(ARDRA) permiti6 detectar 13 grupos genéticos. Las bacterias enddfitas fueron
identificadas a través del analisis de secuencia del ADNr 16S como: Pantoea
agglomerans, Raoultella terrigena, Acinetobacter genomo sp., Leuconostoc
mesenteroides, Leuconostoc citreum, Erwinia billingiae, Leuconostoc rapi,
Pseudomonas rhizosphaerae, Bacillus pumilus, Pseudomonas sp. y Pseudomonas

fluorescens.

Estos resultados pudieron determinar el origen de estos microorganismos presentes
en el aguamiel y que posteriormente participan en la fermentacion del pulque,
especificamente Leuconostoc mesenteroides y L. citreum, es decir, se encuentran

en la pifia del maguey y no tienen ningun otro origen.
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4. INTRODUCCION

Las bacterias enddfitas se pueden definir como aquellos organismos que residen en
tejidos de las plantas, principalmente espacios intercelulares, raramente en
espacios intracelulares y dentro de tejidos vasculares sin causar sintomas de
enfermedad en la planta (Pérez et al., 2010). Hay un nimero de maneras por las
cudales las bacterias endofitas pueden obtener acceso al interior de la planta.

La colonizacion en el interior de las plantas generalmente empieza con el
establecimiento de bacterias en la rizosfera. Después de la colonizacion de la
rizosfera, las bacterias se adhieren a la superficie de la raiz. Malfanova N et al
describen que la union de células bacterianas a la raiz es un paso crucial para el
posterior establecimiento de endofitos, donde varios componentes de la superficie

bacteriana pueden estar involucrados en este proceso (Malfanova N et al., 2013).

El pulgue es una bebida alcohdlica tradicional mexicana producida a partir de la
fermentacién de la savia fresca, conocido como aguamiel; el cual es extraido de
varias especies de Agave que crecen en la meseta central de México incluyendo
principalmente los estados actuales de Hidalgo, Tlaxcala, Puebla, Morelos,
Michoacan, Estado de México y Querétaro. El producto fermentado es una bebida
blanca lechosa, viscosa y ligeramente acida con un contenido alcohélico entre 4 y
7° GL (Escalante A et al., 2016).

Desde el punto de vista microbiolégico el proceso de fermentacién del pulque
representa un ambiente naturalmente enriquecido en el que se desarrollan tres tipos
de fermentacién que definen sus caracteristicas sensoriales distintivas finales: una
fermentacién acida en la que se produce principalmente acido lactico y acido acético
como resultados del metabolismo de bacterias acido lacticas (BAL) y bacterias acido
aceticas; un metabolismo alcoholico, resultado de la produccion de etanol por
levaduras del género Saccharomyces cerevisiae y Zymomonas mobilis; y la

produccion de diferentes tipos de polisacaridos extracelulares (EPS) tales como la

12



dextrana y levanas, producidas principalmente por la BAL Leuconostoc

mesenteroides y por Z. mobilis (Lappe-Oliveras et al., 2008; Escalante et al., 2012).

En el grupo de trabajo del Dr. Escalante y la M. en B. Martha Giles (Instituto de
Biotecnologia-UNAM y Facultad de Quimica-UNAM) se han enfocado al estudio de
la diversidad bacteriana presente en el pulque determinando la presencia de una
diversidad bacteriana conformada por diversos microorganismos previamente
considerados como esenciales para la fermentacion como son L. mesenteroides.
Z. mobilis, S. cerevisisae (Sanchez-Marroquin and Hope, 1953; Sanchez-Marroquin
et al., 1957, Garcia-Garibay y Lopez-Munguia, 1993), pero de forma interesante se
han detectado también una gran diversidad de LAB y Proteobacterias, entre los que
destacan las BAL Leuconostoc citreum, L. kimchii, Lactobacillus acidophilus, en
muestras de pulque procedentes de diferente origen geografico y durante el
desarrollo de una fermentacion en laboratorio, lo que nos han permitido cuestionar
el papel esencial tradicionalmente asociados a la produccion de esta bebida
(Escalante et al., 2004; 2008).

Asi mismo se han realizado estudios para caracterizar la diversidad microbiana de
muestras de aguamiel. La diversidad microbiana identificada en aguamiel esté
compuesta principalmente por BAL, incluyendo a Leuconostoc mesenteroides, L.
citreum y L. kimchi; las y-Proteobacteria Erwinia rapontici, Enterobacter sp. y
Acitenobacter radioresistens fueron las segundas mas abundantes detectadas en

muestras de aguamiel (Escalante A et al., 2016).

Con base a la experiencia de este grupo de trabajo, se tiene como finalidad
continuar trabajando sobre la caracterizacion de la diversidad microbiana y genética
bacteriana. Por ello, el objetivo de este trabajo consistio en identificar la comunidad
de bacterias enddfitas cultivables asociadas a la planta de maguey pulquero;
principalmente la pifia del maguey, la cual es un objeto de estudio de interés porque
a partir de esta estructura se forma el cajete, cavidad en la que se acumula el

aguamiel, la savia que se emplea como sustrato para la elaboracion del pulque.
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5. GENERALIDADES

5.1 Pulque

El pulgue es una bebida alcohdlica tradicional mexicana producida a partir de la
fermentacién de la savia fresca, conocido como aguamiel; el cual es extraido de
varias especies de Agave que crecen en la meseta central de México, incluyendo
principalmente los estados actuales de Hidalgo, Tlaxcala, Puebla, Morelos,
Michoacan, Estado de México y Querétaro. El producto fermentado es una bebida
blanca lechosa, viscosa y ligeramente acida con un contenido alcohdlico entre 4 y
7° GL (Escalante A et al., 2016).

5.2 Género Agave
5.2.1 Etimologia

El nombre genérico Agave proviene del griego Agavos, y fue propuesto por el
naturalista sueco Carlos Linneo en 1753 para reconocer aquellas plantas
americanas con hojas suculentas, arregladas en espiral alrededor de un tallo corto,
en cuyos bordes se encuentran espinas marginales y una terminal en el 4pice. La
palabra alude a algo admirable o noble y fue tomada de la mitologia griega, pues
Agave era una ménade, hija de Cadmo, rey de Tebas, quien al frente de una
muchedumbre de bacantes, asesiné a su hijo Penteo, sucesor de Cadmo en el trono
de Tebas. El nombre agave es muy adecuado para describir plantas cuyas bebidas
pueden inducir a la embriaguez. Agave es un término cientifico de uso mundial a
partir de 1753. En México, estas plantas se conocian con diferentes nombres tales
como metl (nahuatl), uada (otomi), doba (zapoteco) y akamba (purépecha). Fueron
los espafioles quienes trajeron la voz caribefia “maguey” para nombrarlas y ahora

es el nombre comun mas difundido (Garcia-Mendoza A.J., 2012).
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5.2.2 Distribucion

El género Agave es endémico de América. Es el género mas grande de la familia
Agavaceae. De un total de 210 especies, México tiene 159, es decir el 75 por ciento,
con 119 especies endémicas. La distribucion del género abarca del sur de los
Estados Unidos hasta Colombia y Venezuela, incluyendo todas las islas del caribe
(Nava B.O., 2014).

En México, el género Agave es muy diverso en las zonas aridas y semiaridas del
centro y norte, pero su numero disminuye drasticamente hacia las provincias
hamedas y calidas del sur, esta ausente en Tabasco, Quintana Roo y Campeche
(Nava B.O., 2014).

5.2.3 Requerimientos climéaticos

Las especies de Agave crecen en un gran numero de ambientes de México, desde
los valles y planicies hasta los cerros y laderas pedregosas, incluyendo lugares
montafiosos de gran latitud (Garcia Herrera E.J., et al., 2010); crece entre los 2000
y 2400 metros sobre el nivel del mar, en las zonas semiaridas del altiplano central y
regiones aledafias, con temperaturas templadas o frias, suelos resecos y duros de

composicién arcillosa (Matus V., 2011).

5.2.4 Descripcion

Son plantas perennes, la mayoria de ellas arbustos sin tallo, aunque hay algunas
gue si lo desarrollan. Tienen forma de pifia, de la cual salen sus hojas o pencas, a
veces rectas y otras dobladas, de color verde intenso o amarillo, crecen formando
rosetas de hojas carnosas, rigidas en los sitios de baja precipitacion pluvial, flexibles
en los sitios con precipitacién abundante, sus flores estan dispuestas en espigas o
en racimos (Nava B.O., 2014).

15



5.3 Maguey pulquero

Los magueyes productores del pulque son Agave salmiana, A. mapisaga, A.

atrovirens, A. ferox, A. hookori, A. americana (Garcia-Garibay y Lopez-Munguia,

1993; Escalante et al., 2016) (Tabla 1). Las zonas productoras de pulque son

principalmente Hidalgo, Tlaxcala, Estado de México y Puebla, aunque también se

le encuentra marginalmente en San Luis Potosi, Michoacan, Querétaro, Morelos,

Guanajuato, Veracruz y Oaxaca (Flores et al., 2008). El maguey cultivado en

lugares humedos con climas templados suele producir un aguamiel de baja calidad,

ya que tiene poca concentracion de azucares, los magueyes con una produccion de

aguamiel mas rica en azucares son aquellos cultivados en suelos secos con climas

calidos (Loyola E., 1956).

Tabla 1. Especies de Agave usadas para la extraccién de aguamiel y produccién de pulque (Escalante

Aetal., 2016).

Nombre

Comentarios

A. atrovirens Kraw ex-Salm Dyck

A. atrovirens var. salmiana (Otto ex-
Salm Dyck) Maire and Weiller

A. americana L

A. mapisaga Trel

A. salmiana var. angustifolia A. Berger

A. salmiana var. ferox (K. Koch) Gentry

A. salmiana var. salmiana

Cultivado principalmente en los estados de
Meéxico, Tlaxcala, Hidalgo y Puebla

Cultivado principalmente en los estados de
Meéxico, Tlaxcala, Hidalgo y Puebla

Cultivado principalmente en los estados de
Meéxico, Tlaxcala, Hidalgo y Puebla

Incluye 13 variantes. Cultivado principalmente
en los estados de Meéxico, Tlaxcala, Hidalgo y
Puebla

Cultivado principalmente en los estados de
Meéxico, Tlaxcala, Hidalgo y Puebla

Incluye tres variantes

El grupo mas diverso, incluyendo 31 variantes
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5.4 Produccion tradicional del pulque

La extraccion de aguamiel y elaboracién del pulque son realizadas tradicionalmente
por el tlachiquero, que tiene un profundo conocimiento de la biologia y el cuidado
de las especies de maguey utilizadas para la produccién. El proceso comienza con
la seleccion de plantas maduras de 6 a 15 afios y comprende cuatro etapas
comunes con ligeras variaciones entre las zonas productoras: Castracion, raspado
y extraccion de aguamiel, preparacion de semilla y fermentacién (Fig. 1) (Escalante
A etal., 2016).
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B. Raspado y extraccion
de aguamiel

A. Castracion del Maguey

C. Preparacionde | /
semilla \ AT

<y Pulque

D. Proceso de fermentacion y \
vertido continuo de aguamiel
recolectado recientemente

Figura 1. Proceso de elaboracién tradicional del pulque. El proceso tradicional comprende cuatro
etapas: A. Castracidn del maguey, B. Raspado y extraccion del aguamiel, C. Preparacién de semillay
D. Fermentacion. Modificado de Escalante A et al., 2016.
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Castracion del Maguey

Para esta operacion, las plantas maduras seleccionadas son castradas destruyendo
el pedunculo floral embrionario que rodea al brote floral (quiote). Durante esta
operacion, las hojas centrales de la planta (meloyote o corazon), de las cuales se
eleva la flor se eliminan usando un instrumento afilado y puntiagudo, dejando una
cavidad (conocida como cajete) en el centro de la planta. La cavidad est& cubierta
con una gran piedra o con hojas de la misma planta para protegerla de los animales
y las condiciones ambientales. Un periodo de maduracion sigue a la castracion y

varia de 3 meses a 1 afio (Escalante A et al., 2016).

El proceso de castracion varia entre las regiones productoras: en la region
productora de Huitzilac (estado de Morelos) se excava la cavidad sin eliminar las
hojas centrales y se corta el capullo floral después del proceso de maduracion. El
momento preciso para la castracion es la responsabilidad del tlachiquero para evitar
la floracion de la planta. Si la inflorescencia crece, la planta nunca producira
aguamiel. Ademas, la castracion temprana resultard en un volumen reducido de
produccion de aguamiel de mala calidad. Tradicionalmente, algunas sugerencias
utilizadas por el tlachiquero para seleccionar plantas maduras son la abundancia de
hojas, la delgadez del meloyote y las hojas circundantes, que también son sin punta

y adoptan un tono verde mas claro (Escalante A et al., 2016).

Raspado y extraccién de aguamiel

El aguamiel fresco es ligeramente turbio, espeso, muy dulce, un sabor fresco y
neutro a ligeramente acida. Raspando la pared del cajete se induce el flujo de la
savia, por lo que aguamiel fluye y se acumula en la cavidad. Esta operacion es
realizada por el tlachiquero utilizando una herramienta de raspado. La savia
acumulada se extrae dos veces al dia (generalmente al amanecer y al atardecer)
por succion oral utilizando una calabaza seca (Lagenaria siceraria) conocida como

acocote. Después de cada coleccion de aguamiel, las paredes de la cavidad son
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raspadas de nuevo para mantener la induccion del flujo de la savia. El aguamiel
recién recogido se almacena en recipientes de plastico y se transporta a cubas
especificas donde tiene lugar la fermentacion principal. Una planta de agave madura
puede producir aguamiel de 3 a 6 meses hasta que la planta muere, dependiendo
de la frecuencia del proceso de raspado. Diariamente, la planta produce 4-6 L de
aguamiel con una produccion promedio méxima de alrededor de 1000 L en su vida
atil de produccion (Escalante A et al., 2016).

Preparacion de semilla

Esta operacion se refiere a la produccion de material de partida (in6culo) para la
fermentacién de la savia recién recogida en un nuevo recipiente. Para este
propésito, alrededor de 2 L de pulgue fermentado se colocan en una cuba de ~20 L
de barro, vidrio, madera, plastico o fibra de vidrio, se vierte aguamiel fresco de alta
calidad. Una fermentacion espontanea comienza a temperatura ambiente hasta que
se desarrolla un sabor caracteristico alcohdlico y acético o hasta que se forma una
capa blanca llamada zurrén en la superficie, proceso que suele tardar de 1 a 4
semanas dependiendo de la estacion. Por ultimo, el tlachiquero transfiere el
producto fermentado (semilla) a una o mas cubas limpias donde se produce la
fermentacién pulque una vez que se afiade el aguamiel recolectado (Escalante A et
al., 2016).

Fermentacion

La fermentacion se lleva a cabo en cubas habitualmente hechas de barriles de cuero
de vaca, fibra de vidrio, plastico o madera situados en espacios cerrados conocidos
como tinacal o en espacios abiertos especificos. El aguamiel recién recogido se filtra
para separar los insectos o cualquier objeto grande y se vierte en la cuba, donde la
semilla fue transferida previamente. El tiempo de fermentacioén varia fuertemente
dependiendo de la calidad aguamiel, la madurez de la semilla, la estacion y la region

productora, entre otros factores. Por lo general dura de 3 a 6 h, pero durante la
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noche o incluso periodos prolongados de tiempo (por ejemplo, 3-12 dias) no son

fuera de lo comun (Escalante A et al., 2016).

5.5 Microbiologia del pulque

La fermentacion por pulque es un proceso que se puede considerar como de lote
alimentado, no agitado, realizado en condiciones no asépticas. Los
microorganismos involucrados en la fermentacion son aquellos que ocurren
naturalmente durante la acumulacion de la savia en la cavidad de cajete en el
maguey Yy los incorporados durante la recoleccidn, transporte, preparacion y

manipulacion de las semillas

Desde el punto de vista microbiolégico el proceso de fermentacion del pulque
representa un ambiente naturalmente enriquecido en el que se desarrollan tres tipos
de fermentacién que definen sus caracteristicas sensoriales distintivas finales: una
fermentacién acida en la que se produce principalmente acido lactico y acido acético
como resultados del metabolismo de bacterias 4cido lacticas (BAL) y bacterias &cido
acéticas; un metabolismo alcohdlico, resultado de la produccién de etanol por
levaduras del género Saccharomyces cerevisiae y Zymomonas mobilis; y la
produccion de diferentes tipos de polisacaridos extracelulares (EPS) tales como la
dextrana y levanas, producidas principalmente por la BAL Leuconostoc

mesenteroides y por Z. mobilis (Lappe-Oliveras et al., 2008; Escalante et al., 2012).

La diversidad microbiana identificada en una muestra de aguamiel proveniente de
la localidad de Huitzilac, Morelos estuvo compuesta principalmente por BAL,
incluyendo L. mesenteroides, L. kimchi, L. citreum y en menor proporcion por
Lactococcus lactis. Las y-Proteobacteria Erwinia rapontici, Enterobacter sp. y
Acinetobacter radioresistens fueron el segundo grupo bacteriano mas abundante
detectado en la savia de agave. Dado que las y-Proteobacterias identificadas son

microorganismos distribuidos de forma natural en diversos entornos tales como el
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agua dulce, el suelo y las superficies vegetales, es posible suponer que estas
bacterias son un contaminante incorporado a la savia durante su acumulacion en la
cajeta o durante la extraccion y procedimientos de manejo (Escalante et al., 2008).
Aunque Escalante et al. (2008) no informaron la deteccion de lactobacilos en
aguamiel, el aislamiento de Lactobacillus brevis y L. collinoides de las muestras de
savia de agave recolectadas también en la localidad de Huitzilac, se describié en

una publicacion reciente (Escalante A et al., 2016).

La adicion de aguamiel recién recogido a pulque previamente fermentado resulta en
un aumento considerable en el recuento de levaduras (~ 155% sobre UFC/mI total
respecto a aguamiel). Leuconostoc kimchi y A. radioresistens disminuyeron, y L.
mesenteroides se mantuvo relativamente constante respecto a aguamiel (Escalante
et al.,, 2008). Curiosamente, después de mezclar aguamiel con pulque (To), el
microorganismo mas abundante detectado fue el LAB identificado como
Lactobacillus acidophilus. También se detectaron las y-Proteobacteria Enterobacter
agglomerans y la a-Proteobacteria Z. mobilis y Acetobacter malorum, pero en
proporciones bajas en To. Se observaron importantes cambios fisicoquimicos en To.
Después de mezclar aguamiel fresco y pulque fermentado, el pH disminuy6 de 6.0

a 4.5 en la mezcla (Escalante A et al., 2016).

La diversidad microbiana presente en To incluye los microorganismos en aguamiel
y los de pulque fermentado resultando en una diversidad microbiana compuesta por
BAL homo y heterofermentativo, BAL que produce EPS, bacterias acido acéticas,
bacterias mesofilas aerobias, Z. mobilis productor de etanol y levaduras (Escalante
Aetal., 2016).

Después de 3 h de fermentacion se observan cambios importantes en la diversidad
bacteriana. Lactobacillus sp, L. mesenteroides y Enterococcus agglomerans se
convierten en las especies dominantes. Otras bacterias como Zymomonas mobilis,

Acetobacter malorum y Acitenobacter radioresistens se encontraron relativamente
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constante desde la inoculacion; L. citreum fue detectado en menor proporcion y
algunos otros desaparecieron. (Escalante A et al., 2008).

Al final del proceso de fermentacion (6h), la diversidad bacteriana observada se
compone principalmente de Lactobacillus acidophilus, asi como de las BAL
heterofermentativas L. mesenteroides (50%), L. lactis subsp. lactis (12.5%),
Lactobacillus sp. homofermentativos (14.8%) y la a-Proteobacteria A. malorum
(13.6%) (Escalante A et al., 2008).

L. acidophilus fermenta la glucosa, fructosa, sacarosa y produce acido lactico. Z.
mobilis subsp. pomaceae y especies de Citrobacter contribuyeron a la produccion
de &cido lactico, COz, etanol y pequefias cantidades de acido acético que son
importantes para las caracteristicas sensoriales del pulque fermentado (Escalante
A et al., 2008).

Se ha reportado que algunas especies de BAL son capaces de crecer en ambientes
con concentraciones de etanol de hasta el 20%, por lo tanto, la capacidad de las
BAL para resistir altas concentraciones de etanol y su capacidad de crecer en
ambientes acidos (pH= 4.5) podria explicar su abundancia relativa durante el
proceso de fermentacion. Es posible que las especies bacterianas que
aparentemente desaparecieron durante la fermentacién no fueron capaces de
resistir a la acidificacion del medio ambiente, el aumento de la concentracion de
etanol, el posible efecto antimicrobiano de las BAL, tales como la produccion de
H202, u otras actividades antimicrobianas (Escalante A et al., 2008). En la Tabla 2
se muestra la diversidad microbiana detectada en aguamiel y durante la

fermentacion del pulque.
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Tabla 2. Diversidad microbiana detectada en aguamiel y durante la fermentacién del pulque

(Escalante A et al., 2016).

Bacteria

Levadura/Hongo

Caracteristicas metabdlicas que
definen las propiedades sensoriales
del aguamiel o pulque

Lactobacillus sp.
Leuconostoc mesenteroides
L. dextranicum
Zymomonas mobilis

Saccharomyces cerevisiae

Microorganismos esenciales responsables de
acido (acido lactico), alcohol y produccién de
EPS.

Levaduras aisladas del aguamiel: Candida
lusitaneae, Klyuveromyces marxianus var
bulagricus (+), S. cerevisiae.

Levaduras aisladas del pulque: C. valida
(+), S. cerevisiae (chevalieri), S. cerevisiae
(capensis), K. marxianus var lactis (+)

Varios aislados de C. valida, S. cerevisige
(chevalier) aislados del pulque fueron
capaces de resistir a >10% de alcohol.
Relevancia del potencial en la produccién de
etanol durante la fermentacion y resistencia a
toxinas asesinas.

Acetobacter aceti, A. aceti subsp. xylinus,
Bacillus simplex, B. subtilis, Cellulomonas sp.,
Escherichia sp., Kokuria rosea, Lactobacillus
sp., L. delbrueckii, L. vermiforme,
Leuconostoc sp., L. mesenteroides subsp.
dextranicum, L. mesenteroides  subsp.
mesenteroides, Macrococcus caseolyticus,
Micrococcus luteus, Sarcina sp., Z. mobilis
subsp. mobilis

Cryptococcus sp., Candida parapsilosis,

Clavispora lusitaniae, Debaryomyces
carsonii, Hanseniaspora uvarum,
Kluyveromyces lactis, L. marxianus,

Geotrichum candidum, Pichia sp., P
guilliermondii, P membranifaciens,
Rhodotorula  sp., R. mucilaginosa,
Saccharomyces bayanus, S. cerevisiae, S.
pastorianus, Torulaspora delbrueckii

Microorganismos esenciales responsables de
la fermentacion lactica y acética (BAL y

bacterias acido acéticas), fermentacién
alcohdlica (Z. mobilis y S. cerevisiae),
produccién de EPS (Leuconostoc sp.) y

bacterias de putrefaccion.

Analisis de bibliotecas de clones de ADNr 16S

permitié identificar: Lactobacillus
acidophilus, L. kéfir, L. acetotolerans, L.
hilgardii, L. plantarum,  Leuconostoc

mesenteroides subsp. mesenteroides, L.

pseudomesenteroides, Acetobacter
pomorum, Gluconobacter oxydans,
Zymomonas mobilis, Flavobacterium

jhonsonae, Hafnia alvei.

L. acidophilus  homofermentativo  fue
identificado como el microorganismo mas
abundante en las tres muestras analizadas de
diferente origen geogréfico, sugiriendo un
posible papel esencial en la fermentacion
lactica. L. mesenteroides estaba presente en
baja proporcién respecto a lactobacilli. Z
mobilis y AAB fueron detectados en bajos
porcentajes o ausentes. Presencia de posible
putrefaccion o bacterias contaminantes

Un cultivo combinado dependiente vy
bibliotecas de ADNr 16S permitieron
identificar aquellos microorganismos

presentes en aguamiel recién extraido vy
durante 6 h de fermentacion.
a-Proteobacteria: Acetobacter malorum? , A.
orientalis®, Z. mobilis subsp. pomaceae®, y-
Proteobacteria: Citrobacter sp., Enterobacter
sp.?, E. agglomerans®, Erwinia rhapontici®,
Kuyvera acorbata®, K. cochleae®, Providencia
sp. ? Serratia grimensii®, Acitenobacter
radioresistens®, Sterotrophomonas sp. ?,
Chryseobacterium sp. Firmicutes: Bacillus sp.
@ B. licheniformis®, Lactobacillus sp. ¢, L.
acidophilus®, L. hilgardii®, L. paracollinoides®,
L. sanfranciscensis®, Lactococcus sp. ?, L.
lactis®, L. lactis subsp. lactis®, Leuconostoc
kimchi¢, L. citreum, L. gasocomitatum® L.
mesenteroides, L. pseudomesenteroidest,
Pediococcus  urinaeequi®,  Streptococcus
deviesei®

S. cerevisiae®

Las especies Leuconostoc citreum y L. kimchi
fueron identificadas como las BAL mas
abundantes en aguamiel. Después de mezclar
aguamiel fresco con pulque fermentado
previamente, L. acidophilus, L. mesenteroides
fueron las BAL mds abundantes durante 6 h
de fermentacion. E. agglomerans fue la no-
BAL mas abundante durante las primeras 3 h
de fermentacion. Z. mobilis y AAB estuvieron
ausentes en aguamiel pero detectadas en
proporciones bajas durante el proceso de
fermenctacion.

El conteo total bacteriano de BAL (UFC/mL) y
bacterias mesdfilas aerobias totales fue
constante durante 6 h de fermentacion. El
conteo total de levaduras (UFC/mL) detectd
en aguamiel un incremento después de
mezclar aguamiel con pulque fermentado,
incrementando hasta 3 h y manteniéndose
constante hasta el final de la fermentacién.

(+) Indica actividad asesina detectada
ldentificados a partir de un aislado de
cultivo

bldentificados a partir de biblioteca de clones
de ADNr 16S

‘ldentificados por métodos dependientes y
no dependientes de cultivo.
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5.6 Relevancia de la Diversidad Microbiana

El mundo microbiano es la mayor reserva inexplorada de la biodiversidad en la
tierra. Es una frontera importante en la biologia bajo intensas investigaciones. La
exploraciéon de la diversidad microbiana se ha visto estimulada por el hecho de que
los microorganismos son esenciales para la vida ya que realizan numerosas
funciones esenciales para la biosfera que incluyen el reciclaje de nutrientes y
desintoxicacion del medio ambiente (Vibha B. y Neelman G, 2012).

Nuestro conocimiento acerca de las bacterias en ambientes naturales es limitado, y
el estudio de la diversidad microbiana en la naturaleza no es una tarea facil. En los
ecosistemas naturales, existen microorganismos en grandes cantidades a pesar del
hecho de que hay varios miles de especies microbianas que aun no han sido
descritos. Un gramo de suelo o sedimento puede contener 1010 bacterias contadas
por microscopia de fluorescencia después de la tincibn con un colorante
fluorescente. En el agua de mar pura, el ndmero de bacterias es de
aproximadamente 10° por mililitro (Frakuddin M y Mannan K S B, 2013).

Dentro de las poblaciones microbianas naturales, una gran cantidad de informacion

A N

genética esta "esperando” a ser descubierta. Se ha registrado que las bacterias
cultivables representan una fraccién menor de la poblacién bacteriana total presente
(Giovannoni S J et al., 1990). Sin embargo, es importante continuar el trabajo tanto

en las cultivables, asi como las bacterias no cultivables de diferentes entornos.

5.7 Métodos para describir la diversidad microbiana

La identificacion de una bacteria es su asignacion a un taxén segun una clasificacion
dada. Consiste en la determinacion de las caracteristicas fenotipicas y/o genotipicas
y la comparacion de estas caracteristicas con los diferentes taxones de la
clasificacion considerada. Las caracteristicas a determinar y su numero depende
principalmente del tipo de bacteria y del fin que se persigue en la identificacién
(Oleiika A, 2010).
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5.7.1 Métodos Fenotipicos

Los esquemas tradicionales de identificacion fenotipica bacteriana se basan en las
caracteristicas observables de las bacterias, como su morfologia, desarrollo, y
propiedades bioquimicas y metabdlicas. El cultivo, cuando es factible, continda
siendo el meétodo diagnostico de eleccion; permite el aislamiento del
microorganismo implicado, su identificacion, el estudio de sensibilidad a los

antimicrobianos, entre otros (Bou G et al., 2011).

5.7.2 Métodos Genotipicos

Los métodos genotipicos tienen una tipificacibn mas precisa puesto que todos los
organismos contienen acidos nucleicos y con estos métodos se estudia su genoma.
Los métodos genotipicos son generalmente rapidos, econémicos y sencillos una
vez que se han implementado, pero requieren una inversion econdémica inicial,
tiempo y habilidades técnicas para evaluar, interpretar y estandarizar. Una de las
ventajas de estos métodos es que son independientes de las variaciones en las
condiciones de crecimiento de los microorganismos.

Entre los métodos de identificacion genotipica se encuentran la secuenciacion de
regiones del gen que codifica los ARNr 16S o 23S, ensayos por reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) y diversas técnicas de tipificaciéon del ADN basandose en
ya sea patrones de fragmentos de ADN amplificados por PCR o analisis de
restriccion de ADN total (Olefika A, 2010).

5.7.2.1 ADNr 16S

El ADNr 16S es el gen que codifica al ARNr 16S, tiene un tamafio aproximado de
1500 nucledtidos y se compone de regiones variables y conservadas, a partir de
cuya secuencia se puede obtener informacion filogenética y taxonOmica. Las
regiones conservadas en 5- y 3- son usadas para disefiar oligonucleétidos y

amplificar todo el gen.
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Como cualquier secuencia de nucleétidos de cadena sencilla, el ARNr 16S se pliega

en una estructura secundaria, caracterizada por la presencia de segmentos de doble

cadena, alternando con regiones de cadena sencilla (Fig. 2).

Aunque existen crondmetros moleculares alternativos al ADNr 16S, hasta el

momento ninguno ha conseguido desplazarle. Esta macromolécula presenta una

serie de caracteristicas, por las cuales fue considerada como cronémetro molecular

definitivo:

1.

Se trata de una molécula muy antigua, presente en todas las bacterias
actuales.

Su estructura y funcion han permanecido constantes durante un tiempo muy
prolongado, de modo que las alteraciones en la secuencia reflejan
probablemente cambios aleatorios.

Existe una base de datos amplia en continuo crecimiento con la cual se puede

comparar los resultados. (Rocio y Mendoza, 2004)
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Figura 2. Modelo de la estructura secundaria del ARNr 16S (lineas dobles indican regiones
variables o hipervariables; lineas negras indican regiones altamente conservadas; V1 a V9
indican las principales regiones variables) (Tortoli E., 2003)



5.7.2.2 Andlisis de Restriccién de ADNr 16S Amplificado (ARDRA)

El analisis ARDRA, por sus siglas en inglés “Amplified rDNA Restriction Analysis”,
consiste en la digestion del ADNr 16S amplificado con enzimas de restriccion,
mediante las cuales se obtendran fragmentos de ADN de acuerdo al nUmero de
sitios de restriccion para cada enzima utilizada.

Aungue la técnica de ARDRA proporciona poca o ninguna informacion acerca del
tipo de microorganismos presentes en la muestra El método sigue siendo util para
el monitoreo rapido de las comunidades microbianas a lo largo del tiempo, o para
comparar la diversidad microbiana en respuesta a los cambios ambientales. Una de
las mayores limitaciones de ARDRA es que los perfiles de restriccién generados de
comunidades microbianas complejas son algunas veces muy dificiles de resolver

por electroforesis en gel de agarosa. (Ahmad | et al., 2011).

5.7.2.3. Método de secuenciacion Sanger

El método se basa en generar por replicacion in vitro de un ADN molde, copia de
segmentos con el mismo origen pero distinta longitud. Se llevan a cabo 4 reacciones
independientes en las que la hebra de ADN complementaria era sintetizada, a cada
reaccion se le agregaban los elementos necesarios para la sintesis de la hebra
incluyendo los nucleétidos. Una variante importante en cada reaccion era la adicion
de los dideoxinucleétidos (ddNTPSs), estos nucledtidos carecen de un grupo hidroxilo
en su extremo 37, lo que finalizaba la sintesis de la hebra complementaria, ademas
estos ddNTPs eran marcados radiactivamente; a cada una de las reacciones de
sintesis se agregaba un solo tipo de ddNTP (ddATP, ddCTP, ddGTP o ddTTP) en
bajas concentraciones junto con los nucleétidos normales. Finalmente las 4
reacciones eran corridas en una electroforesis (carriles separados), lo que permitia
observar fragmentos de distintos tamafios en las distintas reacciones, esto permitia
deducir el nucleédtido en el que finalizaba cada banda dependiendo del tipo de
ddNTP adicionado, con lo que era posible determinar la secuencia de la cadena

molde.
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Figura 3. Esquema de la secuenciacién por el método enzimatico de terminacién de cadena o Sanger
(Cultek).

En un principio la secuenciacion de Sanger usaba ddNTPs marcados
radiactivamente, lo que lo volvia un método riesgoso para los investigadores.
Posteriormente con el desarrollo tecnoldgico, los marcadores radiactivos fueron
sustituidos por fluoréforos que contribuyeron de forma relevante a la seguridad del
método, y a que las 4 reacciones pudieran hacerse en un solo tubo aprovechando

las diferentes longitudes de onda de emisién de cada uno (Cervantes A. J., 2016).
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Figura 4. Esquema de la secuenciacion por el método automatico de electroforesis capilar (Cultek).

Una vez que se tiene la secuencia, la Ultima etapa es la comparacion de la
secuencia del ADNr 16S con las depositadas en las bases de datos. Finalmente, se
puede construir un arbol filogenético, que refleja, de forma esquematica, el grado
de parentesco entre las bacterias comparadas (Fig. 5) (Rodicio MR et al., 2004).

Amplificaciéon del ADNr 16S E{ :
(completo o parcial) % S

l

Secuenciacién del amplicon . ’

2
[ A ’.., '
. Al L A \‘I | I‘v iy
l L VTV T

Analisis de la secuencia

— Correccion de errores
— Comparacion con otras secuencias
— Trazado del arbol filogenético

TQO™ 0o Q oT®

Figura 5. Etapas a seguir en el proceso de identificacion bacteriana mediante
secuenciacion del ADNr 16S. Modificado de Rodicio MR et al., 2004.
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5.8 Bacterias endofitas

Se pueden definir como como aquellos organismos que residen en tejidos de las
plantas, principalmente espacios intercelulares, raramente en espacios
intracelulares y dentro de tejidos vasculares sin causar sintomas de enfermedad en
la planta (Pérez et al., 2010).

Desde los primeros informes confiables sobre el aislamiento de bacterias enddfitas
de la superficie esterilizada de plantas (Samish y Dimant, 1959; Mundt y Hinkle,
1976), han sido reportados mas de 200 géneros bacterianos de 16 Fila como
endofitos. Estos incluyen tanto bacterias cultivables como no cultivables
pertenecientes a Acidobacteria, Actinobacteria, Aquificae, Bacteroidetes, Chlorobi,
Chloroflexi, Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus, Firmicutes, Fusobacteria,
Gemmatimonadetes, Nitrospira, Planctomycetes, Proteobacteria, Spirochaetes y
Verrumicrobiae. Sin embargo, los enddfitos mas predominantes y estudiados
pertenecen a tres grandes Fila: Actinobacteria, Proteobacteria y Firmicutes y
miembros incluidos de Azoarcus, Acetobacter, Bacillus, Enterobacter,
Herbaspirillum, Pseudomonas, Serratia, Stenotrophomonas y Streptomyces
(Malfanova et al., 2013).
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Tabla 3. Bacterias endodfitas secuenciadas y mecanismo de accidén beneficiosa. Modificado de

Malfanova et al., 2013.

Endofito Fila Planta de Origen Mecanismo de accion
beneficiosa

Azoarcussp. BH72 B-Proteobacteria Pasto Kallar BNF y competencia por hierro

Azospirillum sp. B510 a-Proteobacteria Arroz Metabolismo ACC, BNF, ISR,
produccion de IAAy
sideroforos

Bacillus subtilis BSn5 Firmicuta Konjac Antibiosis in vitro, produccién
de lipopéptidosy policétidos

Burkholderia phytofirmans PsJIN  B-Proteobacteria Cebolla Metabolismo ACC, produccion
de |IAAy sideréforos.

Enterobactersp. 638 y-Proteobacteria Alamo Competencia por hierro,

producciéon de
antimicrobianos, IAAy
sideroforos

Gluconacetobacter
diazotrophicus Pal5

a-Proteobacteria

Cafia de azlcar

Antibiosis, BNF, solubilizacion
de fosfatoy zinc, produccién
de GB e IAA

Herbaspirillum seropedicae [B-Proteobacteria Sorgo Metabolismo ACC, BNF,

SmR1 competencia por hierro,
produccion de IAA

Klebsiellapneumoniae 342 y-Proteobacteria Maiz BNF

Methylobacterium populiBJO01 a-Proteobacteria Alamo Desconocido

Pseudomonas putida W619 y-Proteobacteria Alamo Produccién de IAA

Pseudomonas stutzeri A1501 y-Proteobacteria Arroz BNF

Serratia proteamaculans 568 y-Proteobacteria Alamo Produccién de volatiles

Stenotrophomonas maltophilia  y-Proteobacteria Alamo Produccién de antibidticos

R551-3

Variovorax paradoxus 5110 B-Proteobacteria Alamo Metabolismo ACCy

competencia por hierro

ACC: 1-aminociclopropano-1-carboxilato, BNF: Fijacion de nitrégeno bioldgica, GB: Giberelina, IAA: acido indolacético, ISR:

Resistencia sistémica inducida.
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Los enddfitos pueden ser visualizados por hibridacion fluorescente in situ en
combinacion con microscopia confocal de barrido por laser usando sondas

especificas (Fig. 5)

Figura 6. Localizacion de bacterias enddfitas por hibridacion fluorescente in situ en combinacién con
microscopia confocal de barrido por laser en células de la raiz de L. perenne por bacterias (rojo), a-
Proteobacteria (rosado) y y-Proteobacteria (amarillo) (Malfanova et al., 2013).

5.8.1 Colonizacién de plantas por bacterias enddfitas

Se han descrito diversas maneras por las cuales las bacterias endoéfitas pueden
obtener acceso al interior de la planta.

La colonizacion en el interior de las plantas generalmente empieza con el
establecimiento de bacterias en la rizosfera. Después de la colonizaciéon de la
rizosfera, las bacterias se adhieren a la superficie de la raiz. De acuerdo a
Malfanova et al., 2013 la unién de células bacterianas a la raiz es un paso crucial
para el posterior establecimiento de endéfitos, donde varios componentes de la

superficie bacteriana pueden estar involucrados en este proceso.

5.8.2 Entrada bacteriana

Los sitios preferidos de la union bacteriana y la posterior entrada son: La zona de la

raiz apical con la capa de pared delgada de la superficie de la raiz, tales como la
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zona de elongacion celular y la zona de raiz de cabello (zona de penetracion activa)
y la zona de raiz basal con pequefas grietas causadas por la aparicion de raices
laterales (zona de penetracion pasiva) (Fig. 6). En estos sitios, las bacterias son a
menudo dispuestas en microcolonias que comprenden varios cientos de células.
Para la penetracion activa, las bacterias endofitas tienen que estar bien equipados
con enzimas celuliticas que hidrolizan la pared de las células de la exodermis de las
plantas (Malfanova et al., 2013). Otros sitios de penetracién pueden ocurrir por
estomas o heridas en las plantas (Perez et al., 2010).

Al entrar en una planta, a través de las grietas naturales (en la region donde
aparecen las raices laterales), las bacterias permanecen invisibles al sistema

inmune de la planta (Malfanova et al., 2013).

Raiz de cabello

Zona lateral de raices

Zona de raiz de cabello
Corteza

Zona de elongacion
celular

Endodermis

Xilema

Figura 7. Principales rutas de establecimiento en la planta por bacterias enddfitas.

Las bacterias pueden entrar por varias zonas de la raiz como se indica. Los enddfitos pueden o bien
permanecer en sitio de entrada (indicados en azul) o moverse mas profundo y ocupar el espacio
intercelular de la corteza y vasos del xilema (indicados en verde). Rojo y amarillo las bacterias
rizosféricas que no son capaces de colonizar los tejidos internos de la planta. Modificado de
Malfanova et al., 2013.
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5.8.3 Bacterias endofitas en agaves

Recientemente en un estudio (Martinez-Rodriguez J C et al., 2014) se extrajeron
bacterias enddfitas cultivables a partir de bases de las hojas de Agave tequilana. A
traveés del andlisis de secuencias de ADNr 16S, se confirmaron 11 bacterias
endofitas: Acinetobacter baumanii, A. bereziniae, Acinetobacter sp., Cronobacter
sakazakii, Bacillus sp., Enterobacter hormaechei, Klebsiella oxytoca, Pseudomonas
sp., Enterococcus casseliflavus, Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides
y Gluconobacter oxydans.

Los aislamientos fueron confirmados para ser bacterias promotoras del crecimiento
vegetal por sus capacidades de fijacion de nitrégeno, produccion de auxinas,
solubilizacion de fosfatos o antagonismo contra Fusarium oxysporum AC132.

Es importante destacar que este estudio es el Unico reporte de bacterias enddfitas

de agaves.

5.8.4 Importancia de las bacterias enddfitas

Las bacterias endofitas pueden promover el crecimiento de las plantas, el
rendimiento y pueden actuar como agentes de control bioldgico. Los endofitos
también favorecen a su huésped mediante la produccién de diversos productos
naturales que podrian ser aprovechadas para su posible uso en la medicina,
agricultura o la industria. Ademas, se ha demostrado que tienen el potencial para
eliminar los contaminantes del suelo aumentando la fitorremediacién y pueden
desempefiar un papel en la fertilidad del suelo mediante la solubilizacién de fosfatos
y la fijacion de nitrégeno (Modificado de Ryan R P et al., 2008).
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del Crecimiento
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Bacterias endéfitas

Serratia sp.
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Azopirillum sp.

.
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Figura 8. Diagrama de las diferentes interacciones planta-bacterias enddfitas que han sido estudiadas y sus aplicaciones (Modificado de

Ryan R P et al., 2008).
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Tabla 4. Productos naturales que han sido derivados o producidos de diversas bacterias enddfitas (Modificado

de Ryan R P et al., 2008).

Organismo Asociacion de plantas Agente activo Actividad
Taxomyces andreanae Taxus brevifolia Taxol Contra el cancer
Pseudomonas viridiflava Pasto Ecomicinas By C Antimicrobiano

Streptomyces griseus

Kandelia candel

Acidos p-aminoacetofendnicos

Antimicrobiano

Streptomyces NRRL 30562

Kennedia nigriscans

Munumbicinas
Munumbicinas D

Antibidtico
Antimalrico

Streptomyces NRRL 30566 Grevillea pteridifolia Kakadumicinas Antibidtico
Serratia marcescens Rhyncholacis penicillata Oocidina A Antifingico
Paenibacillus polymyxa Trigo Fusaricidina A-D Antifingico
Pino
Ejotes
Arabidopsis thaliana
Cytongema sp. Quercus sp. 103 Acidos citoconicos Ay D Antiviral

Streptomyces sp.

Monstera sp.

Coronamicina

Antimalarico, antifdngico



6. JUSTIFICACION

Diversos estudios han sido desarrollados para caracterizar la diversidad microbiana
de muestras de aguamiel y pulque en nuestro grupo de investigacion (Instituto de
Biotecnologia y Facultad de Quimica, UNAM); lo cual ha permitido proponer el papel
de estos microorganismos durante el proceso de fermentacion.

Desde esta perspectiva, el presente estudio tiene el siguiente planteamiento: ¢Es
posible que las bacterias enddfitas del maguey sean las mismas que se han
detectado en el aguamiel? Y por lo tanto, que participen en el proceso de

fermentacién del pulque

7. HIPOTESIS

Es posible que las bacterias endéfitas del maguey sean las mismas que se han

detectado en el aguamiel.

8. OBJETIVOS
8.1 Objetivo general

Realizar el estudio de la diversidad microbianay genética de bacterias enddfitas

asociadas a una planta de maguey pulquero.

8.2 Objetivos particulares

Elaboracién de la metodologia para el cultivo de endéfitos asociados naturalmente
a la planta de maguey.

Extraccion de ADN total de bacterias endoéfitas asociadas a la planta de maguey
pulquero

Identificacion de las bacterias endofitas por analisis de secuencias del ADNr16S

Conservacién de las cepas a largo plazo para futuras investigaciones
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9. METODOLOGIA

En la figura 9 se muestra el diagrama de la metodologia empleada para el

aislamiento de microorganismos endéfitos de la pencay la pifia del maguey

pulquero.

Montaje de la técnica
Penca del maguey

| - l

Maceracion Exprimido

r |
l l

Muestras de Huitzilac,
Estado de Morelos

Extraccion ADN Cuentaen
total placa
I
Agar
MRS, APTy CTA
(4°C)

Figura 9. Metodologia de la penca y pifia del maguey pulguero.
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9.1 Muestreo

Las pencas y la pifia del maguey utilizadas para este estudio se obtuvieron de la
poblacién de Huitzilac en el Estado de Morelos. De la pifia del maguey Agave
salmiana, el productor realizé un raspado obteniendo la parte externa de dicha pifia
y la pulpa; las muestras fueron colocadas en bolsas estériles para su transporte al

laboratorio. La edad aproximada del maguey era de 5 afos.

9.2 Aislamiento de bacterias endofitas del maguey

Se probaron dos técnicas de extraccion de microorganismos del tejido vegetal, una
por maceracion y otra por exprimido. Maceracion: La superficie de las pencas
utilizadas se limpi6 con solucion salina estéril (SSI), aproximadamente 200 g de la
penca se homogeneizaron con mortero y pistilo. Exprimido: Una muestra de 200 g
se limpié con SSI y se utilizd un exprimidor de metal en condiciones estériles. A
partir del jugo obtenido se deposito en tubos Falcon estériles de 50 mL, se centrifug6
a 1000 rpm por 5 min y el sobrenadante se coloc6 en un tubo nuevo estéril. Se
centrifugé nuevamente a 5000 rpm por 2 min y se eliminé el sobrenadante. La
biomasa obtenida se utiliz6 para realizar la extraccion de ADN total y diluciones
seriadas para determinar la cantidad de células (UFC/g) por cuenta en placa en
medio medio selectivo Man Rogosa Sharpe (MRS), APT y Agar Soya Tripiticaseina
(TSA).

La metodologia de extraccién de células con la penca se estandarizd para tenerla
lista antes de realizar el muestreo durante el capado del maguey; esta
estandarizacion se lleva a cabo debido a que no es facil obtener la muestra de la
pifia ya que se tiene que esperar a la maduracion del maguey para que se realice

el proceso de castracion.
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9.3 Cuantificacion de bacterias acido lacticas y mesoéfilas aerobias

Se realizd por duplicado diluciones seriadas en SSl al 0.9 % (p/v) hasta 103 en el
caso de las pencas y utilizando la pifia del maguey (parte externa y pulpa) hasta 10
4. Se inoculd 0.1 mL por extension superficial en placa de agar, utilizando el medio
selectivo Man Rogosa Sharpe (MRS), APT y Tripteina Soya Agar (TSA) con
cicloheximida (0.5 pg/mL). Las placas fueron incubadas a una temperatura de 28°C
por 24 h; al cabo de este tiempo se contaron las unidades formadoras de colonias.

9.4 Andlisis microscopico

De las colonias resultantes en las distintas diluciones de la pifia del maguey (parte
externa y pulpa) en los respectivos medios (MRS, APT y TSA), se transfirieron por
picadura las colonias en placas nuevas y se incubaron a 28°C por 24 h. Se
considerd elegir aquellas colonias que no presentaran caracteristicas tipicas de
levaduras: Coloracion blanca a cremosa, brillantes. Pasado el tiempo de incubacién

mediante una tincion de Gram se realiz6 el analisis morfoldgico.

9.5 Purificacion

La purificacion de cepas se llevé a cabo en sus respectivas placas de MRS, APT y
TSA con cicloheximida incubando a 28°C por 24 h; utilizando la técnica de estriado
por agotamiento y se corroboré la pureza de la cepa observando el crecimiento en

el medio y a través de la tincién de Gram.

9.6 Conservacion de cepas
9.6.1 Conservacion a mediano plazo

Las cepas microscépicamente observadas fueron conservadas por subcultivo en
medio semisolido MRS y APT con 0.5 % de agar bacteriologico y trazas de
carbonato de calcio (aproximadamente 0.1 g por tubo) para neutralizar el medio por

la generacién de acidez durante el almacenamiento. Las cepas aisladas de TSA
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fueron conservadas en medio semisolido Cistina Tripteina Agar (CTA). Después de
24 h de incubacion a 28°C, se almacenaron a 4°C para su conservacion a mediano
plazo.

9.6.2 Conservacion a largo plazo

A partir de las cepas aisladas, se realizdé un cultivo en 3 mL de sus respectivos
medios (APT, MRS y TSA), durante 24 h de incubacion a 28°C. Al cabo de éste
tiempo, se colocaron en crioviales 500 pL del cultivo y 500 pL de solucion de glicerol
al 50 % m/v, se homogenizé y se congelaron a -70°C.

9.7 Identificacion molecular por analisis de secuencias de ADNr 16S

9.7.1 Extraccion de ADN total y electroforesis en gel de agarosa

Utilizando el sistema comercial UltraClean™ Microbial Isolation Kit (Mobio) y
siguiendo las recomendaciones del proveedor se prosiguio a la extracciéon de ADN
total de los microorganimos aislados (metodologia detallada en el Anexo 1). La
integridad del ADN se analiz6 por electroforesis en gel de agarosa al 1 %, 100 V, en
solucién buffer Tris-Borato-EDTA (TBE) y se utilizé el marcador de peso molecular
O’GeneRuler 1 kb DNA Ladder de la marca Fermentas®.

9.7.2 Amplificacién del ADNr 16S por PCR

El ADN extraido para cada cepa fue utilizado como templado para la amplificacién
por PCR de sus respectivos ADNr 16S. Para la amplificacion del ADNr 16S se utilizé
la enzima Taq DNA polimerasa recombinante (Fermentas) y los primers universales
para eubacterias denominados como fD1 (5"-AGA GTT TGATCC TGG CTC AG-3")
y rD1 (5"-AAG GAG GTG ATC CAG CC-3'). La mezcla de reaccién se presenta en
la tabla 5.Estos primers fueron utilizados por Weisburg et al., 1991, para la
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amplificacion de genes ribosomales completos (1.5 kb) a partir de muestras de ADN

de diferentes especies de bacterias.

Tabla 5. Mezcla de reaccién y condiciones utilizadas para la amplificacion del ADNr 16S

Mezcla de reaccién Condiciones de reaccion
Temperatura Tiempo (min) No. Ciclos / etapa
(°Q)
Taq Buffer (10X) 5uL 95 5 1/desnaturalizacion
inicial
dNTP Mix (2mM) 1uL 95 1
Primer fD1 (1uM) 0.6 uL 49 1 30 / amplificacion
Primer rD1 (1uM) 0.6 uL 72 1.5
MgCl; (2.5 mM) 5uL 72 5 1/extension final
Templado (ADN total) 1pul
Enzima Taq 0.25 uL
polimerasa (0.25 U/
uL)
Agua c.b.p. 50
pL

Cantidad bastante para (c.b.p.)

Al término de la reaccion, se analizaron 5 pL de cada reaccion de amplificacion por

electroforesis como se describid anteriormente.

9.7.3 Analisis de Restriccion de ADNr 16S Amplificado (ARDRA)

Esta técnica se utilizd para identificar aquellas colonias aisladas con un perfil de
restriccion Unico para ser secuenciada y obtener su identidad por comparacion en
la base de datos no redundante del National Center for Biotechnological Information

(NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.qgov/).

A partir del ADNr 16S amplificado se tomé como templado para en analisis por
ARDRA. Para el analisis ARDRA se utiliz6 la enzima BsuRI (Thermo Scientific). La
mezcla de reaccion se presenta en la tabla 6. Una vez preparada la mezcla de
reaccion, se incub6 durante 2 horas a 37°C y la digestibn se analizd por
electroforesis en un gel de agarosa al 2% como se describid previamente y se uso
el marcador de peso molecular O'GeneRuler 100 pb DNA Ladder de la marca

Fermentas®.
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Tabla 6. Mezcla de reaccidon para analisis ARDRA

Producto de PCR (ADNr 16S) 5puL
Enzima Bsu RI 0.5 uL

Buffer R (10X) 2uL
H.O 12.5 uL

Total 20 pL

9.7.4 Purificacion y Secuenciacion del ADNr 16S

El producto de PCR fue purificado por medio del sistema comercial Pure Link™PCR
Purification Kit de Invitrogen (metodologia detallada en el Anexo 3).

El ADNr 16S purificado se secuencio en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del
Instituto de Biotecnologia, UNAM mediante la técnica de Sanger. La mezcla de
reaccion a secuenciar consistié en: 14 o 15 L del producto de PCR (10 ng de
templado por cada 100 pb de producto de PCR), 1 uL de primer fD1 o rD1 (10 pmol)

y 1 yL de agua grado biologia molecular para aforar a 16 L.

9.7.5 Analisis Bioinformatico

Una vez obtenidas las secuencias fueron visualizadas en el programa FinchTV para
llevar a cabo la depuracién de zonas de baja calidad de las muestras y resolucion
de ambigledades. Para obtener la identidad de cada secuencia, éstas se analizaron
en la base de datos no redundante GenBank de NCBI (National Center of

Biotechnological Information, sitio web: http://www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando la

aplicacion Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). La identidad de la secuencia
se determin6é de acuerdo al porcentaje de identidad y el valor de expectancia (E
value). Con la finalidad de complementar los resultados de identidad obtenidos, se
realiz6 un arbol filogenético (visualizado en el programa MEGA, Molecular

Evolutionary Genetics Analysis, sitio web: http://www.megasoftware.net/) con el

algoritmo Neightbor-joining, el modelo Jukes-Cantor y un analisis bootstrap de 1000
réplicas, en el que se incluyeron como referencia varias secuencias de ADNr 16S

de microorganismos previamente depositados en la base de datos NCBI y la
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secuencia completa del ADNr 16S de los aislados (alineadas en el programa Clustal
W).

Para la identificacion de cada secuencia, se baso en los porcentajes mencionados
anteriormente cuyo significado es:

El valor E es un numero dado por el alineamiento de manera al azar, por lo tanto,
permite definir que alineamientos se quieren obtener de acuerdo a su significado
estadistico. Un valor bajo o cercano a cero de E implica una mayor similitud
estadistica entre una secuencia y otra, mientras que un valor mas grande de E
indica menos probabilidad de homologia o identidad entre una secuencia y otra. El
valor de cobertura (Query Cover, QC) indica que porcentaje de la secuencia de

consulta esta alineado.

10. RESULTADOS Y DISCUSION

10.1 Estandarizacion de la metodologia
10.1.1 Cuantificacion de bacterias acido lacticas y mesoéfilas aerobias

Como se mencionod en la metodologia, se realizo la cuantificacion de bacterias acido
lacticas y mesofilas aerobias en la penca y pifia de maguey, utilizando los medios
MRS, APT y TSA.

En la cuantificacion microbiana de la penca de maguey, se observa en la tabla 7
mayor UFC/g tejido de bacterias endodfitas cultivables en el origen de la penca en
comparaciéon con el corte lejano al origen de la penca; esto sugiere que, al ir
avanzando a lo largo de la penca se obtendrdn una menor cantidad de

microorganismos endofitos.

Tabla 7. Cuenta en placa de bacterias acido lacticas y mesofilas aerobias en la penca
Medio UFC/g tejido (Origen de la UFC/g tejido (Superior al
penca) origen de la penca)
MRS 31x103 42 x 10?
APT 45 x 103 36 x 102
TSA 27 x 103 32 x 10?2
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De acuerdo al resultado anterior se decidid trabajar con la parte de la penca de

maguey cercana al origen para la extraccién de ADN total.

10.1.2 Extraccion de ADN total

A partir de la técnica de maceracion y expresion de la penca de maguey como lo
indica la metodologia, se procedio a la extraccion de ADN total bacteriano (Fig 9),
donde se observo una banda integra, indicativo de que el ADN no se encuentra
degradado y por encima del peso més alto del marcador (10 Kb); a pesar que las
bandas se ven muy tenues o apenas visibles en algunos casos, resulté mas eficiente
la técnica de exprimido con el kit PowerFood™ Microbial Isolation que la maceracion
(resultados no mostrados).

Con base en estos resultados se logré el montaje de la técnica para su aplicacion
en la pifia del maguey, utilizando la técnica por exprimido y el kit PowerFood™
Microbial Isolation.

En la extraccion de ADN total bacteriano de la pifia de maguey, se observaron las
bandas obtenidas por encima de 10 Kb después de la electroforesis en gel de
agarosa al 1%, indicando la correcta extraccion de ADN (resultados no mostrados).

10.2 Aislamiento de bacterias endoéfitas aisladas de la pifia del maguey
10.2.1 Cuantificacion de bacterias acido lacticas y mesodfilas aerobias

Respecto a las UFC/g tejido de bacterias endofitas cultivables en la pifia del maguey
se reporté como valor estimado (v.e.) debido a que se excedid del rango que podria
considerarse estadisticamente representativo para el conteo (25-250 mesdfilos
aerobios y 30-300 bacterias lacticas). A partir de los resultados del conteo, se
observé que el niumero de bacterias en la pulpa es mayor comparando con la parte
externa de la pifia (Tabla 8); estos resultados sugieren que la pulpa al ser el sitio
donde se producird el aguamiel va a presentar una mayor cantidad de

microorganismos endofitos.
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Tabla 8. Cuenta en placa de bacterias acido lacticas y mesofilas aerobias en la pina de
maguey
Medio UFC/g tejido (Pulpa) UFC/g tejido (Parte externa)
MRS 91 x 105 (v.e.) 41 x 103
APT 22 x 108 (v.e.) 29 x 103
TSA 20 x 10°(v.e.) 80 x 10*

10.2.2 Analisis microscopico

Para la evaluacion de la morfologia por microscopia de los microorganismos
obtenidos a partir de las colonias seleccionadas de la pifia del maguey en las placas
MRS, APT y TSA se realiz6 una tincion de Gram. Se analizaron en promedio 133
colonias, observandose un gran namero de levaduras, cocos, cocos agrupados en
diplococos, cocobacilos, bacilos cortos y largos (Fig. 10). La mayoria de las colonias
no estaban totalmente puras por lo que se procedio al estriado por agotamiento para
verificar la pureza y al analisis microscopico nuevamente. De estas colonias se
obtuvo un namero final de 98 colonias con las que se continud trabajando.

En el anexo 4 se muestran de forma agrupada los resultados obtenidos de las 98
cepas, asi como las caracteristicas distintivas desarrolladas en sus respectivos
medios (MRS, APT y TSA).
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Figura 10. Tincidon de Gram de algunas colonias seleccionadas a partir de las placas MRS, APT y TSA, incubadas a 28°C
por 24 h. Aumento total: 1000 X



10.2.3 Identificacion molecular por analisis de secuencias de ADNr 16S de
enddfitos de la pifia de agave

10.2.3.1 Extraccion de ADN total y electroforesis en gel de agarosa

En la extraccion de ADN total bacteriano de la pifia de maguey, se observaron las
bandas obtenidas por encima de 10 Kb después de la electroforesis en gel de

agarosa al 1%, indicando la correcta extraccion de ADN (resultados no mostrados).

A partir de las cepas aisladas, se verifico la extraccion de ADN total y evalué la
integridad del mismo con la electroforesis en gel de agarosa, obteniéndose bandas
por encima de 10 Kb (Fig. 11).

Figura 11. Electroforésis de ADN total extraido de las cepas aisladas.
Gel de agarosa 1% con bromuro de etidio 0.04%, 100 V.

(M) Marcador de peso molecular (O’GeneRuler 1 Kb DNA Ladder,
Fermentas®), (1) P5,( 2) P6, (3) P7, (4) P9, (5) P11, (6) P13y (7) P17
(Cepas aisladas del medio TSA). SAlo se muestra la extraccién del
ADN de algunas cepas con fines ilustrativos.

10.2.3.2 Amplificacion del ADNr 16S por PCR

Para el andlisis de la amplificacién del gen ADNr 16S, se realizé al igual que la
extraccion de ADN total una electroforesis en gel de agarosa (Fig. 12).
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Figura 12. Amplificacidn del gen ADNr 16S de las cepas aisladas.
Gel de agarosa 1% con bromuro de etidio 0.04%, 100 V.

(M) Marcador de peso molecular (O’GeneRuler 1 Kb DNA Ladder,
Fermentas®), (1) P5, ( 2) P7, (3) P11, (4) P12, (5) P13, (6) P16, (7)
P21, (8) P23, (9) P24, (10) P25, (11) P28 y (12) P29 (Cepas aisladas
del medio APT). Sélo se muestra la amplificacién del gen ADNr 16S
de algunas cepas con fines ilustrativos.

Se observo que la cantidad de ADN total obtenida fue suficiente para llevar a cabo
la amplificacion del gen ADNr 16S. En el gel, se observaron fragmentos de 1.5 Kb,
lo que demuestra la correcta amplificacion del producto de PCR con los primers fD1
y rD1 (Weisburg et al., 1991).

10.2.3.3 Analisis de Restriccion de ADNr 16S Amplificado (ARDRA)

La caracterizacion por ARDRA del ADNr 16S fue desarrollada en todas las cepas
aisladas de la pifia de maguey. Se obtuvieron 17 patrones de restriccidon diferentes
después de la digestién enzimatica con BsuRI del gen ADNr 16S (Fig. 13). En la
Fig. 12 s6lo se muestran 13 patrones de restriccién debido a que no se pudo obtener

la secuencia de 4 aislados.
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Figura 13. Representacién esquematica de la digestion enzimatica con BsuRI del gen ADNr 16S

de las cepas aisladas de la pifia de maguey.

Corte virtual realizado en el programa Serial Cloner empleando la secuencia del ADNr 16S

obtenida para cada islado.

(PM) Marcador de peso molecular (Gene Ruler 1 kb Plus, Fermentas®). En la parte superior de
cada carril se indica el nombre de la cepa correspondiente.

Asi mismo, se incluye en la tabla 9 una recopilacion de los perfiles ARDRA unicos

con aquellos aislados que poseen el mismo perfil ARDRA.

Tabla 9. Tipos Unicos ARDRA

Tipo Unico ARDRA

Cepas con el mismo perfil ARDRA

AMO1 AMO1c, AM08, AM215, AM38, AM38g, TPO1

AMO2 AM11, AM14, AM21, AM26, AM26g, AM28, AM29,
AM36, AM36s, AM37, AM39, AM40

AM10 AM20, AM20s, AM20c, APO5, TP11

AM27 APO7, AP13, AP2, AP23, TM20s, TM33;

AMA41 MM12, MM16, MM17, MM17;, MM18, MP02,
MP22, MP26, MP28, MP30, AMO01s, AM44, APO1,
APO6, AP0O8

AM43g AMO7, AMA43, AP12, AP16, AP24, AP28, AP29,
TMO01, TMO06, TM15, TM20, TM245, TM255, TM475,
TMA48g, TM52g, TPO3, TP17, TP23

AM46 MMO03, MM15, MM42, MM45, TM56g, TPO7, TP18

AM52 Perfil Gnico

AP11 AP25

TMO09 TMO05, TM34, TMO07s, TM21lg, TM34s, TMA49s,
TM515, TPO6, TPO9, TP13

TM41 Perfil Gnico

TM43 Perfil Gnico

TPO5 Perfil Gnico

51




10.2.3.4 Purificacion del producto de PCR para el gen ADNr 16S

A partir de los 13 patrones de restriccion distintos, se utilizo el producto de PCR de
las 13 cepas aisladas; lo cual tiene como objetivo eliminar las impurezas que se
encuentran después de la reaccion por PCR, como son restos de MgClz, dNTP’s,
Tag polimerasa, primers, los cuales pudieran interferir en la reaccion de
secuenciacion.

La purificacion se verificO con una electroforesis en gel de agarosa al 1%,
observandose una banda nitida en el peso molecular esperado de 1.5 kb y la
ausencia de otras bandas, que indican presencia de productos inespecificos

(resultados no mostrados).

10.2.3.5 Analisis de secuencias de ADNr 16S

Como se indic6 en la metodologia, se realiz6 una comparacion de las secuencias
obtenidas con la base de datos del GeneBank, haciendo uso del programa BLAST
para determinar la identidad de cada una.

La identidad seleccionada para cada cepa aislada se determiné en base al mayor
porcentaje de identidad mostrado en la base de datos del GeneBank, este
porcentaje indica que todas las bases analizadas corresponden a la identidad del

microorganismo depositado en la base de datos (Tabla 10).
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Tabla 10. Identificacién Molecular de endéfitos de la pifia del maguey. 2Basado en los perfiles ARDRA
de los 13 tipos ARDRA Unicos.

Clave Frecuencia® Identidad Identidad | Valor | QC No. acceso
aislado (%) (%) E (%)
AMO1 7.1 Pantoea agglomerans 96 0.0 99 KT075171.1
cepa NSF
AMO02 13.3 Sin identidad asignada
AM10 6.1 Raoultella terrigena 99 0.0 99 KJ719057.1
cepa NBRC 14941
AM27 7.1 Acinetobacter genomo 99 0.0 100 | KX014586.1
sp. 28 cepa ANC 4149
AM41 16.3 Leuconostoc 99 0.0 100 | JX426116.1
mesenteroides cepa
CTBRBL226
AMA43p 20.4 Sin identidad asignada
AM46 8.2 Leuconostoc citreum 99 0.0 100 | LC096222.1
cepa JCM 9698
AM52 1.0 Erwinia billingiae cepa 98 0.0 97 | NR_118431.1
LMG 2613
AP11 2.0 Leuconostoc rapi cepa 98 0.0 100 | NR _136799.1
LMG 27676
TMO09 11.2 Pseudomonas 99 0.0 99 KF147111.1
rhizosphaerae cepa
R2SsM1P1C15
TM41 1.0 Bacillus pumilus cepa 99 0.0 99 KR085783.1
IHBB 9209
TM43 1.0 Pseudomonas sp. 92 0.0 93 J0Q361087.1
BCRC 80328
TPO5 1.0 Pseudomonas 96 0.0 98 DQ178231.1
fluorescens strain PC33

La identidad de los aislados fue corroborada de acuerdo a la posicién de las
secuencias en el arbol filogenético (Fig. 14). La agrupacion observada en el arbol
de las secuencias de aislados y de las referencias utilizadas, permitié confirmar los
resultados arrojados en el programa BLAST; la posiciébn de las secuencias de
referencia, asi como el grupo externo y los valores de bootstrap generaron robustez
al analisis.

Para el aislado AMO2 no se le pudo asignar una identidad a partir de los resultados
del analisis de la secuencia del ADNr 16S, ya que si bien el resultado de identidad
mas cercana por BLAST correspondio a secuencias de ADNr 16S de diversas
especies de Hafnia, el andlisis en la Base de Datos Ribosomales (Aplicacion

Sequence Match, https://rdp.cme.msu.edu), arrojo una identidad cercana a

secuencias de ADNr del género Erwinia. Con la finalidad de corroborar este

resultado se costruyé un arbol filogenético incluyendo secuencias de ADNr 16S de
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/902659477?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=33&RID=8BAWSC56014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/648881211?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=TS8H5CW901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1025818767?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UVV3MR4H014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_408830592
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_408830592
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/408830592?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UVVXRF38014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/952545769?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UVXSCZ6B01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321474?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=X212WB0X014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1024974774?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UVYHCPNS016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/530252228?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=UVZ416UG014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/913150068?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=UVZFV8NA01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/371496122?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XMB9VGU501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/75709152?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=X244ZBAA015
https://rdp.cme.msu.edu)/

referencia tanto de Hafnia como de Erwinia (Fig. 15) observandose que el aislado
AMO2 se ubica como un grupo aparte de los formados por las secuecias de
referencia.

Para el aislado AM43s no se pudo resolver tampoco su identidad ya que si bien los
resultados del analisis en la aplicacion BLAST mostraron que la identidad de esta
secuencia (99 %) correspondio tanto a Rahnella sp. y Serratia sp. En este caso la
construccion de un é&rbol filogenético con secuencias de referencias de estos
microoganismos no permitio confirmar la identidad del aislado (Fig. 14, recuadro

azul fuerte).
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100

99 KT075171.1| Pantoea agglomerans strain NSF
92 JX257179.1| Pantoea agglomerans strain Z01
84 AMO1

I KP764199.1| Raoultella terrigena strain NBRC 14941

e I
LC060919.1| Raouftelia terrigena: JCM 1687

99

99

AM27
100 I—: KX014586.1| Acinetobacter genomo sp. 28 strain ANC 4149
KX014591.1] Acinetobacter genomo sp. 28 strain ANC 5377
83 JQ361087.1| Pseudomonas sp. BCRC 80328

|—|:KR922166.1| Pseudomonas sp. PDD-59b-37

I TM43
TMO9

100 _100_{—:.!)(067869.1| Pseudomonas sp. SAP706.2
KF147111.1| Pseudomonas rhizosphaerae strain R2SsM1P1C15
TPOS
4‘—: DQ178231.1| P: domo fluor strain PC33
AB 1] Pseudt sp. Pi 3-21
™41
100 |—|: KT683431.1| Baciflus sp. A-2-32

I KRO085783.1| Bacillus pumilus strain IHBB 9209

KU315078.1] Leuconost rteroides strain PN7
4|—|: KU207096.1| Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides strain BD3749
He JX426116.1] Le to teroides strain CTBRBL226
AM41
— ———— AP11 Firmicutes

L nNr 136799.1| Leuconostoc rapi strain LMG 27676

AM46
W‘—: LC096222.1| Leuconostoc citreum strain: JCM 9698
KF879147.1| Leuconostoc citreum strain CCMMB1092

NR 043400.1 Sulffolobus acidocaldarius strain ATCC 33909

Figura 14. Arbol filogenético elaborado por Neighbor-Joining de los aislados tnicos detectados en la pifia del maguey y bacterias de referencia obtenidas en la base de
datos del NCBI y Sulfolobus acidocaldarius utilizada como grupo externo. En las ramas se muestran los valores del analisis bootstrap mayores a 80.
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KC210872.1 Hafnia alvei strain H3-4

98 —— JN106437.1 Hafnia sp. W20ct34B

KC252601.1 Hafnia alvei strain M3-32

97

LN624762.1 Erwinia sp. strain BSTT40

98

AB680317.1 Erwinia amylovora strain: NBRC 12687

KU315078.1| Leuconostoc mesenteroides strain PN7

AMO02

Figura 15. Arbol filogenético elaborado por Neighbor-Joining del aislado AM02 detectado en la pifia del maguey y
bacterias de referencia obtenidas en la base de datos del NCBI y Leuconostoc mesenteroides utilizada como grupo
externo. En las ramas se muestran los valores del andlisis bootstrap mayores a 80.

En el grupo del Dr. Escalante se han realizado diversos estudios para caracterizar
la diversidad microbiana de muestras de aguamiel y pulque. La diversidad
microbiana identificada en aguamiel fue compuesta principalmente por BAL,
incluyendo a Leuconostoc mesenteroides, L. citreum y L. kimchi; las y-
Proteobacteria Erwinia rapontici, Enterobacter sp. y Acitenobacter radioresistens
fueron las segundas mas abundantes detectadas en muestras de aguamiel
(Escalante A et al., 2016). Asi como Hafnia alvei ya habia sido detectado

anteriormente en muestras de pulque (Escalante A et al., 2004).

De acuerdo a estos estudios realizados en aguamiel y los realizados en este trabajo,
se puede determinar el origen de estos microorganismos (Leuconostoc
mesenteroides y L. citreum), es decir, se encuentran en la pifia del maguey y no
provienen de otro origen. L. rapi ha sido reportado como un aislado de la solucion
de salmuera utilizada en la produccion de productos sunki, una salmuera japonesa

tradicional.

También como lo menciona Escalante A et al., 2008, las y-Proteobacterias aisladas
en la pifa del maguey (Raoultella terrigena, Acinetobacter genomo sp., Erwinia
billingiae, Pseudomonas sp. y Pantoea agglomerans) son microorganismos de
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distribucion natural en ambientes diversos tales como agua dulce, suelo y
superficies vegetales, algunas de ellas también se consideran patégenos humanos
oportunistas; es posible suponer que estas bacterias contaminantes de area se
incorporan a la pifia, durante la acumulacion de la savia, 0 contaminantes durante

el procedimiento de raspado para tomar muestras de la pifia.

Bacillus pumilus reside en suelos y algunos colonizan en el area de raiz de algunas

plantas donde B. pumilus tiene actividad antibacteriana y antifingica.
En conjunto, estos resultados sugieren que la diversidad microbiana del aguamiel,

principalmente BAL, corresponden a las identificadas en la pifia del maguey
pulquero (Agave salmiana).
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11 CONCLUSIONES

Se estandariz6 una técnica que permitié de forma exitosa el aislamiento de
bacterias endoéfitas de la pifia de un maguey pulquero (Agave salmiana),

durante el proceso de capado.

Se logro la tipificacion por la técnica de ARDRA de una coleccion de 98
bacterias enddfitas aisladas de una planta de maguey pulquero (Agave
salmiana), identificadas como: Pantoea agglomerans, Raoultella terrigena,
Acinetobacter genomo sp., Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc
citreum, Erwinia billingiae, Leuconostoc rapi, Pseudomonas rhizosphaerae,

Bacillus pumilus, Pseudomonas sp. y Pseudomonas fluorescens.

Se logr6 determinar el origen de los microorganismos: Leuconostoc
mesenteroides y L. citreum presentes en el aguamiel y durante la
fermentacion del pulque, al igual que las y-Proteobacterias aisladas en el

presente trabajo.

El presente estudio es el primer reporte de aislamiento de bacterias endofitas

del maguey pulquero (Agave salmiana) de la localidad de Huitzilac, Morelos.
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12 PERSPECTIVAS

e A partir del ADN total bacteriano total que se obtuvo de la pifia del maguey,
realizar la identificacion de Ila comunidad de bacterias enddfitas no

cultivables.

e Realizar la identificacion de bacterias enddfitas con distintos magueyes
pulgueros (diferentes regiones geogréficas).

e Identificar los 4 aislados que no se pudo obtener su secuencia de ADNr 16S
por una técnica alternativa como MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser

desorption/ionization time-of-flight mass spectrometer).

e Amplificar una region del operén 16S mas amplia para los aislados que no se
pudo asignar una identidad (AM02 y AMA43g) o bien, utilizar la técnica
alternativa de MALDI-TOF MS.
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14 ANEXOS
Anexo 1

Obtencion de ADN total por el método de kit comercial Ultra Clean®

Se realizé la extraccion de ADN total de cada una de las cepas, utilizando el kit
comercial Ultra Clean® Microbial DNA Isolation, MoBio Lab Inc. A continuacion se
describe la metodologia proporcionada por el proveedor. Todos los materiales y
reactivos estan incluidos en el Kit.

1.

En un microtubo de colecta de 2 mL poner 1.8 mL del cultivo en estudio y
centrifugar a 10 000 x g por 30 segundos, a temperatura ambiente y remover
el sobrenadante con una punta de micropipeta.

Resuspender el pellet celular en 300 uL de la solucién “Microbead solution”
y mezclar mediante vortex ligero. Transferir las células resuspendidas a un
tubo “Microbead tube”. (La solucion contiene un buffer y sales para estabilizar
y dispersar homogéneamente la célula microbiana antes de la lisis).

Adicionar 50 pL de la solucién “MD1” al tubo Microbead. Esta solucion
contiene SDS y otras sustancias para lisis. Asegurar los tubos en una base
de vortex adecuada y mezclar a maxima velocidad por 10 min. (Se crearon
las condiciones quimico-mecénicas para llevar a cabo la lisis celular y liberar
los acidos nucleicos).

Centrifugar los tubos a 10 000 x g por 1 min a temperatura ambiente y
transferir el sobrenadante, donde permanecié el ADN, a un tubo de colecta
de 2 mL.

Adicionar 100 pL de la solucion “MD2” al sobrenadante y dar vortex por 5
segundos. (La solucion MD2 precipita los contaminantes del ADN, incluyendo
restos celulares y proteinas). Centrifugar los tubos a 10 000 x g por 1 min a
temperatura ambiente.

Transferir el sobrenadante a un tubo de colecta limpio, cuidando de no
contaminar con el pellet. Agregar 900 uL de solucién “MD3” al sobrenadante
y mezclar en vortex por 5 segundos. (La solucion MD3 permite la union de
ADN gendmico a la membrana del filtro).

Cargar aproximadamente 700 uL en el filtro “Spin Filter” y centrifugar a 10
000 x g por 30 segundos a temperatura ambiente; descartar el liquido que
atraveso el filtro. Repetir la operacion 2 6 3 veces para cada muestra,
descartando el sobrenadante.
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8. Adicionar 300 uL de la solucion “MD4” y centrifugar a 10 000 x g por 30
segundos a temperatura ambiente, eliminar el liquido remanente. (La
solucion MD4 es etanol que lava las impurezas y elimina la sal de la
membrana del filtro).

9. Centrifugar nuevamente a 10 000 x g por 1 min a temperatura ambiente para
eliminar restos de la solucién anterior.

10.Colocar el filtro en un tubo nuevo de colecta. Agregar 50 pL de la solucion
“MD5” al centro de la membrana del filtro y centrifugar a 10 000 x g por 30
segundos a temperatura ambiente. (El ADN se eluye en Buffer Tris 10 mM
pH 8.0)

11.Desechar el filtro y almacenar el ADN a -20°C.
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Anexo 2

Obtencion de ADN total por el método de kit comercial Ultra Clean®

Se realizé la extraccion de ADN total de cada una de las cepas, utilizando el kit
comercial Ultra Clean® Microbial DNA Isolation, MoBio Lab Inc. A continuacion se
describe la metodologia proporcionada por el proveedor. Todos los materiales y
reactivos estan incluidos en el kit.

1.

En un microtubo de colecta de 2 mL poner 1.8 mL del cultivo en estudio y
centrifugar a 10 000 x g por 30 segundos, a temperatura ambiente y remover
el sobrenadante con una punta de micropipeta.

Resuspender el pellet celular en 450 uL de la solucién “PF1” y mezclar
mediante vortex ligero. Transferir las células resuspendidas a un tubo
“‘Microbead tube”. (PF1 es un reactivo fuerte de lisis que incluye un
detergente para romper la pared celular y eliminar contaminates. Mantener
esta solucioén caliente).

Asegurar los tubos en una base de vortex adecuada y mezclar a maxima
velocidad por 10 min. (Se crearon las condiciones quimico-mecanicas para
llevar a cabo la lisis celular y liberar los acidos nucleicos).

Centrifugar los tubos a 10 000 x g por 1 min a temperatura ambiente y
transferir el sobrenadante, donde permanecio el ADN, a un tubo de colecta
de 2 mL.

Adicionar 100 pL de la soluciéon “PF2” al sobrenadante y dar vortex por 5
segundos. Incubar a 4°C por 5 min. (La solucion PF2 precipita los
contaminantes del ADN, incluyendo restos celulares y proteinas). Centrifugar
los tubos a 10 000 x g por 1 min a temperatura ambiente.

Transferir el sobrenadante a un tubo de colecta limpio, cuidando de no
contaminar con el pellet. Agregar 900 pL de solucién “PF3” al sobrenadante
y mezclar en vortex por 5 segundos. (La solucion MD3 permite la unién de
ADN gendmico a la membrana del filtro).

12.Cargar aproximadamente 650 pL en el filtro “Spin Filter’ y centrifugar a 13

000 x g por 1 min a temperatura ambiente; descartar el liquido que atravesé
el filtro. Repetir la operacién 2 6 3 veces para cada muestra, descartando el
sobrenadante. Colocar el filtro en un tubo nuevo de colecta.

Adicionar 650 uL de la solucién “PF4” y centrifugar a 13 000 x g por 1 min a
temperatura ambiente, eliminar el liquido remanente. (La solucion PF4 es un
alcohol que lava las impurezas y elimina la sal de la membrana del filtro).
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8. Adicionar 650 pL de la solucion “PF5” y centrifugar a 13 000 x g por 1 min a
temperatura ambiente, eliminar el liquido remanente. (La solucion PF5
garantiza la eliminacion completa de la solucién PF4, que resultara en una
mayor pureza y rendimiento de ADN).

9. Centrifugar nuevamente a 13 000 x g por 2 min a temperatura ambiente para
eliminar restos de la solucion anterior.

10.Colocar el filtro en un tubo nuevo de colecta. Agregar 100 pL de la solucién
“PF6” al centro de la membrana del filtro y centrifugar a 13 000 x g por 1 min
a temperatura ambiente. (EI ADN se eluye en Buffer Tris 10 mM pH 8.0)

11.Desechar el filtro y almacenar el ADN a -20°C.
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Anexo 3

Purificacién del producto de PCR

Para eliminar residuos de la reaccidon de amplificacion se empled el kit de
purificacion PureLink™ PCR Purification Kit, Invitrogen®. A continuaciéon se
describe la metodologia proporcionada por el proveedor. Todos los materiales y
reactivos estan incluidos en el kit.

1.

Al producto de PCR adicionar 4 volimenes de la solucion “PureLink™
Binding Buffer” con isopropanol. Mezclar bien.

Adicionar la mezcla anterior a un tubo de colecta con la columna “PureLink™
Spin Column”.

Centrifugar a 10 000 x g por 1 min. El ADN permanece unido a la columna.
Descartar el liquido que atraveso la columna.

Lavar la columna con 650 pL de solucion “Wash Buffer” con etanol

Centrifugar a 10 000 x g por 1 min. Descartar el liquido que atraveso la
columna.

Centrifugar a maxima velocidad durante 2-3 minutos para remover cualquier
residuo del buffer de lavado.

Colocar la columna en un tubo nuevo de colecta de 1.7 mL “PureLink™
Elution Tube” y afiadir 50 pL del buffer de elucion (Tris-HCL 10 mM, pH 8.5)
para liberar el ADN.

Incubar la columna a temperatura ambiente por 1 min.

Centrifugar a maxima velocidad por 2 min. El tubo de colecta contiene el
producto de PCR purificado. Eliminar la columna.

10. Almacenar el producto purificado a -20°C
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Anexo 4

Tabla 11. Caracteristicas morfocoloniales y tincién de Gram de las cepas aisladas

Colonias maguey pulquero MRS

Cepa Clave Tincién de Gram Descripcion colonial
M; 3 MMO03 Cocos gram positivos Colonias pequeiias blanquecinas, puntiformes,
convexas y con bordes enteros.
M112 MM12 Cocos gram positivos Colonias pequefias blanquecinas, puntiformes,
convexas y con bordes enteros.
M1 15 MM15 Cocos gram positivos Colonias pequefias blanquecinas, puntiformes,
convexas y con bordes enteros.
M1 16 MM16 Cocos gram positivos Colonias pequefias blanquecinas, puntiformes,
convexas y con bordes enteros.
M1 17A MM17 Cocos gram positivos Colonias pequeiias blanquecinas, puntiformes,
convexas y con bordes enteros.
M117B MM17s Cocos gram positivos Colonias pequeiias blanquecinas, puntiformes,
convexas y con bordes enteros.
M;18 MM18 Cocos gram positivos Colonias pequeiias blanquecinas, puntiformes,
convexas y con bordes enteros.
P2 MP02 Cocos gram positivos Colonias pequeiias blanquecinas, puntiformes,
convexas y con bordes enteros.
P22 MP22 Cocos gram positivos Colonias pequeiias blanquecinas, puntiformes,
convexas y con bordes enteros.
P26 MP26 Cocos gram positivos Colonias pequeiias blanquecinas, puntiformes,
convexas y con bordes enteros.
P28 MP28 Cocos gram positivos Colonias pequenfas blanquecinas, puntiformes,
convexas y con bordes enteros.
P 30 MP30 Cocos gram positivos Colonias pequenas blanquecinas, puntiformes,
convexas y con bordes enteros.
Colonias maguey pulquero APT
Cepa Clave Tincién de Gram Descripcion colonial
M 1A AMO1 Bacilos cortos gram negativos | Colonias pequefias blanquecinas/amarillentas,
puntiformes, convexas y con bordes enteros.
M; 1B AMO1s Bacilos cortos gram negativos | Colonias blanquecinas/amarillentas, amiboides,
elevadas y con bordes ondulados.
M;1C AMO1c Bacilos cortos gram negativos | Colonias blanquecinas/amarillentas, amiboides,
elevadas y con bordes ondulados.
Mj 2 AMO02 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexasy
con bordes enteros.
M1 7 AMO7 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, amiboides, convexas
y con bordes enteros.
M; 8 AMO08 Bacilos cortos gram negativos | Colonias amarillentas, circulares, convexas y con
bordes enteros.
M; 10 AM10 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexasy
con bordes enteros.
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M;11 AM11 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexas y
con bordes enteros.

M; 14 AM14 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexas y
con bordes enteros.

M3 20A AM20 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexas y
con bordes enteros.

M; 20B AM20g Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexasy
con bordes enteros.

M; 20C AM20c Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexasy
con bordes enteros.

M1 21A AM21 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexasy
con bordes enteros.

M;21B AM21g Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexasy
con bordes enteros.

M1 26A AM?26, Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexasy
con bordes enteros.

M; 26B AM26g Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexasy
con bordes enteros.

M 27 AM27 Cocobacilos gram negativos Colonias pequeiias translucidas a blanquecinas,
circulares, convexas y con bordes enteros.

M; 28 AM28 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexasy
con bordes enteros.

M; 29 AM29 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexasy
con bordes enteros.

M1 36A AM36 Bacilos cortos gram negativos | Colonias translicidas, amiboides, elevadas y con
bordes ondulados.

M, 36B AM36, Bacilos cortos gram negativos | Colonias translucidas, amiboides, elevadas y con
bordes ondulados.

M 37 AM37 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexas y
con bordes enteros.

M1 38A AM38 Bacilos cortos gram negativos | Colonias blanquecinas/amarillentas, amiboides,
elevadas y con bordes ondulados.

M, 38B AM38; Bacilos cortos gram negativos | Colonias blanquecinas/amarillentas, amiboides,
elevadas y con bordes ondulados.

M1 39 AM39 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexas y
con bordes enteros.

M140 AMA40 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexas y
con bordes enteros.

M:141 AM41 Cocobacilos gram positivos Colonias pequefias blanquecinas, puntiformes,
convexas y con bordes enteros.

M142 AMA42 Cocos gram positivos Colonias pequefias blanquecinas, puntiformes,
convexas y con bordes enteros.

M143A AMA43 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexas y
con bordes enteros.

M:43B AMA43g Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexas y

con bordes enteros.
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M 44 AM44 Cocos gram negativos Colonias pequefias blanquecinas, puntiformes,
convexas y con bordes enteros.
M1 45 AMA45 Cocos gram positivos Colonias pequefias blanquecinas, puntiformes,
convexas y con bordes enteros.
M1 46 AM46 Cocobacilos gram positivos Colonias pequefias blanquecinas, puntiformes,
convexas y con bordes enteros.
M;152 AM52 Bacilos cortos gram negativos | Colonias translicidas a blanquecinas, amiboides,
elevadas y con bordes ondulados.
P1 APO1 Cocos gram positivos Colonias pequefias blanquecinas, puntiformes,
convexas y con bordes enteros.
P5 APO5 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexasy
con bordes enteros.
P6 APO6 Diplococos gram positivos Colonias pequefiias blanquecinas, puntiformes,
convexas y con bordes enteros.
P7 APO7 Diplococos gram positivos Colonias pequeiias translucidas a blanquecinas,
circulares, umbilicada y con bordes enteros.
P8 AP0O8 Cocobacilos gram positivos Colonias pequefias blanquecinas, circulares, convexay
con bordes enteros.
P11 AP11 Cocobacilos gram positivos Colonias pequefias blanquecinas, puntiformes,
convexa y con bordes enteros.
P12 AP12 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexasy
con bordes enteros.
P13 AP13 Cocobacilos gram positivos Colonias pequeiias translucidas a blanquecinas,
circulares, convexas y con bordes enteros.
P16 AP16 Cocobacilos gram negativos Colonias blanquecinas, amiboides, elevadas y con
bordes ondulados.
P21 AP21 Diplococos gram positivos Colonias pequefias translicidas a blanquecinas,
circulares, umbilicada y con bordes enteros.
P23 AP23 Diplococos gram positivos Colonias pequefias translicidas a blanquecinas,
circulares, convexa y con bordes enteros.
P24 AP24 Cocobacilos gram negativos Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexasy
con bordes enteros.
P25 AP25 Diplococos gram positivos Colonias pequefias blanquecinas, puntiformes,
convexas y con bordes enteros.
P28 AP28 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexas y
con bordes enteros.
P29 AP29 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares, convexas y
con bordes enteros.
Colonias maguey pulquero TSA
Cepa Clave Tincién de Gram Descripcidn colonial
Mia 1 TMO1 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas translucidas, circulares, convexas
y con bordes enteros.
Mia 5 TMO5 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas translucidas, circulares, convexas

y con bordes enteros.
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Mia 6 TMO6 Bacilos cortos gram negativos | Colonias pequefias translucidas, circulares, planas 'y
con bordes enteros.

Mia 9 TMO09 Bacilos cortos gram negativos | Colonias pequefias transltcidas/amarillentas,
circulares, convexas y con bordes enteros.

M 14 TM14 Bacilos cortos gram negativos | Colonias pequefas amarillentas, circulares, convexas
y con bordes enteros.

Mia 15 TM15 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas blanquecinas, circulares,
convexas y con bordes enteros.

Mia 18 TM18 Diplococos gram positivos Colonias pequefias translucidas a blanquecinas,
circulares, convexas y con bordes enteros.

Mia 20 TM20 Bacilos cortos gram negativos | Colonias pequeiias transldcidas, circulares, convexas
y con bordes enteros.

Mia 34 TM34 Bacilos cortos gram positivos Colonias pequefias translucidas a blanquecinas,
circulares, convexas y con bordes enteros.

Mia 35 TM35 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas translicidas/amarillentas,
circulares, convexas y con bordes enteros.

Mia 41 TM41 Bacilos largos gram positivos Colonias medianas translucidas, circulares, convexas
y con bordes enteros.

Mia 43 TM43 Bacilos cortos gram negativos | Colonias pequeias blanquecinas, circulares,
convexas y con bordes enteros.

Mag 7 TMO07s Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas translicidas/amarillentas,
circulares, convexas y con bordes enteros.

Msg 16 TM16g Bacilos cortos gram negativos | Colonias amarillentas, amiboides, elevadas y con
bordes ondulados.

Msg 20 TM20s Cocos gram negativos Colonias pequefias translucidas, circulares, planas y
con bordes enteros.

Mip 21 TM21g Bacilos cortos gram positivos Colonias pequenfias translucidas a blanquecinas,
puntiformes, convexas y con bordes enteros.

Mg 24 TM24g Bacilos cortos gram negativos | Colonias pequefas translucidas, circulares, planas 'y
con bordes enteros.

Mig 25 TM25g Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas translucidas, circulares, planasy
con bordes enteros.

Mig 33 TM33g Diplococos gram positivos Colonias pequefas blanquecinas, circulares,
convexas y con bordes enteros.

Mg 34 TM34, Bacilos cortos gram negativos | Colonias pequefias translicidas/amarillentas,
circulares, convexas y con bordes enteros.

Mg 36 TM36g Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas translucidas a blanquecinas,
circulares, convexas y con bordes enteros.

Mg 47 TM47g Bacilos cortos gram negativos | Colonias pequefias translicidas/amarillentas,
circulares, convexas y con bordes enteros.

Mig 48 TMA48g Bacilos cortos gram negativos | Colonias pequefas translucidas, circulares, planas 'y
con bordes enteros.

Mig 49 TM49g Bacilos cortos gram negativos | Colonias pequefas translucidas, circulares, planas 'y
con bordes enteros.

Mg 51 TM51g Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas translicidas a blanquecinas,

circulares, convexas y con bordes enteros.
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Mip 52 TM52g Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas translucidas, circulares, planas y
con bordes enteros.

Mip 56 TM56¢ Cocos gram positivos Colonias pequenfas blanquecinas, circulares,

(tétradas) convexas y con bordes enteros.

P1 TPO1 Bacilos cortos gram negativos | Colonias translucidas/amarillentas, amiboides,
elevadas y con bordes ondulados.

P3 TPO3 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas translicidas a blanquecinas,
circulares, convexas y con bordes enteros.

P5 TPO5 Bacilos cortos gram negativos | Colonias pequefias transldcidas, circulares, convexas
y con bordes enteros.

P6 TPO6 Bacilos cortos gram negativos | Colonias blanquecinas, amiboides, elevadas y con
bordes ondulados.

P7 TPO7 Bacilos cortos gram negativos | Colonias pequeias amarillentas, circulares, convexas
y con bordes enteros.

P9 TPO9 Bacilos cortos gram negativos | Colonias blanquecinas, amiboides, elevadas y con
bordes ondulados.

P11 TP11 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas translucidas, circulares, convexas
y con bordes enteros.

P13 TP13 Cocobacilos gram positivos Colonias pequefias translucidas/amarillentas,
circulares, convexas y con bordes enteros.

P17 TP17 Bacilos cortos gram negativos | Colonias pequefias transldcidas, circulares, convexas
y con bordes enteros.

P18 TP18 Bacilos cortos gram positivos Colonias pequeiias amarillentas, puntiformes,
convexas y con bordes enteros.

P23 TP23 Bacilos cortos gram negativos | Colonias medianas translucidas, circulares, convexas

y con bordes enteros.
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Anexo 4

Gel de agarosa de la digestion enzimatica con BsuRI del gen ADNr 16S de las
cepas aisladas.

A

MRS APT
!

PM 3 12 15 16 17A 17B P2 18 P22P26P28P301B 1A 2 7 10 11 14 20APM

11

Figura 16. Digestidon enzimatica con BsuRI del gen ADNr 16S de las cepas aisladas.

Gel de agarosa 2% con bromuro de etidio 0.04%, 100 V.

(PM) Marcador de peso molecular (O'RangeRuler 100 pb DNA Ladder, Fermentas). En la parte
superior de cada carril se indica el nombre de la cepa correspondiente.
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PM 21B 1C 8 20B 20C 21A 26A 26B

Figura 17. Digestidon enzimatica con BsuRI del gen ADNr 16S de las cepas aisladas.

Gel de agarosa 2% con bromuro de etidio 0.04%, 100 V.

(PM) Marcador de peso molecular (O’'RangeRuler 100 pb DNA Ladder, Fermentas). En la parte
superior de cada carril se indica el nombre de la cepa correspondiente.
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Figura 18. Digestidon enzimatica con BsuRI del gen ADNr 16S de las cepas aisladas.

Gel de agarosa 2% con bromuro de etidio 0.04%, 100 V.

(PM) Marcador de peso molecular (O’'RangeRuler 100 pb DNA Ladder, Fermentas). En la parte
superior de cada carril se indica el nombre de la cepa correspondiente.

76



M1A-TSA -
APT 1 M1B-TSA

BRSNS 6 9 14 15 18 20 34 354143 7 21 24 25 33 34 36 PM

Figura 19. Digestidon enzimatica con BsuRI del gen ADNr 16S de las cepas aisladas.

Gel de agarosa 2% con bromuro de etidio 0.04%, 100 V.

(PM) Marcador de peso molecular (O'RangeRuler 100 pb DNA Ladder, Fermentas). En la parte
superior de cada carril se indica el nombre de la cepa correspondiente.
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ARl MiB-TSA M1B-TSA

121B 20 47 48 49 51 52 P1 P3 PS5 Pg P7 P9 P11 P13 P17P18 P23 56

Figura 20. Digestidon enzimatica con BsuRI del gen ADNr 16S de las cepas aisladas.

Gel de agarosa 2% con bromuro de etidio 0.04%, 100 V.

(PM) Marcador de peso molecular (O’RangeRuler 100 pb DNA Ladder, Fermentas). En la parte
superior de cada carril se indica el nombre de la cepa correspondiente.
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