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RESUMEN

Las tendencias actuales de practicar la agricultura apuntan hacia el uso
de microorganismos para incidir en la sanidad, produccién y calidad de las
cosechas; estudios previos en agave han logrado el aislamiento de diferentes
microorganismos, pero la identificacion de bacterias enddfitas es un area que
se ha abordado poco a pesar de su importancia econémica. En el presente
estudio se llevé a cabo un andlisis de la endomicrobiota presente en cinco
tipos de agave pulquero (Agave salmiana): Manso, Chalquefio, Ayoteco, Pua
Larga y Carricillo. Pencas de estas plantas fueron colectadas en el poblado de
Nanacamilpa de Mariano Arista, Tlaxcala y procesadas para el aislamiento de

microorganismos endéfitos en medios selectivos para bacterias diazotréficas,

bacilos y Pseudomonas fluorescentes. Los microorganismos aislados
fueron identificados molecularmente por la amplificacion de fragmentos de
la subunidad ribosomal 76S. Se identificaron 35 bacterias endéfitas a partir
de los cinco tipos de agave pulquero. El nimero de aislamientos obtenidos
correspondida 7,11, 3,5y 9 a partir de Ayoteco, Carricillo, Chalquefio, Manso y
Pua Larga, respectivamente. La endomicrobiota bacteriana de Carricillo fue la
mas diversificada (nueve especies), mientras que Chalquefio presentd lamenor
riqueza bacteriana (tres especies); Ayoteco, Manso y Pla Larga presentaron
cinco especies bacterianas unicas. En forma global, los géneros de bacterias
con mayor representacion en los cinco tipos de agave fueron Bacillus con 12
entradas, y Enterobacter y Leclercia con siete entradas cada uno. Bacillus
subtilis y Leclercia sp. fueron las especies mayormente representadas en los
agaves al encontrarse en tres de los cinco tipos analizados.

Palabras clave: Agave sp., Agave salmiana, Bacillus sp., agave
pulquero, bacteria enddfita, PGPR.

SUMMARY

Current trends in practicing agriculture point towards the use of
microorganisms to influence health, production and quality of crops; previous

studies in agave have achieved the isolation of different microorganisms,

but the identification of endophytic bacteria is an area that has been little
addressed despite its economic importance. In the present study, an analysis of
the endomicrobiota present in five types of pulquero agave (Agave salmiana):
Manso, Chalqueiio, Ayoteco, Pta Larga and Carricillo was carried out. Leaves

of these plants were collected in Nanacamilpa de Mariano Arista, Tlaxcala,

Mexico and processed for the isolation of endophytic microorganisms in

selective media for diazotrophic bacteria, bacilli and fluorescent Pseudomonas.
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The isolated microorganisms were molecularly identified by the amplification
of fragments of the 16S ribosomal subunit. Thirty-five endophytic bacteria
were identified from the five types of pulquero agave. The number of isolations
obtained corresponded to 7, 11, 3, 5 and 9 from Ayoteco, Carricillo, Chalquefio,
Manso and Pua Larga, respectively. The bacterial endomicrobiota of Carricillo
was the most diversified (nine species), while Chalqueio presented the
lowest bacterial richness (three species); Ayoteco, Manso and Pua Larga
presented five unique bacterial species. Overall, the genera with the highest
representation in the five types of agave were Bacillus with 12 entries, and
Enterobacter and Leclercia with seven entries each. Bacillus subtilis and
Leclercia sp. were the species most represented in the agaves as they were
found in three of the five types analyzed.

Index words: Agave sp., Agave salmiana, Bacillus sp., endophytic
bacteria, PGPR, pulquero agave.

INTRODUCCION

Los agaves son plantas monocotiledéneas, siempre
verdes, generalmente suculentas y endémicas de América;
se distribuyen desde los 34° latitud norte hasta los 60°
latitud sur, area que coincide con el centro de diversificacion
del género en México. La distribucion del género abarca
desde el sur de los Estados Unidos hasta Colombia y
Venezuela; esta area incluye todas las islas del Caribe,
desde las Bahamas a Aruba, Curagao y Trinidad y Tobago
(Garcia, 2007). Los agaves tienen una amplia distribucion
en México, encontrandose en mas del 75 % de su territorio.
Aproximadamente 150 de sus 200 especies se encuentran
en este pais y el 55 % crecen exclusivamente en México
(CONABIO, 2006; Garcia, 2007). Las plantas de agave
han sido utilizadas desde tiempos prehispanicos para
una gran variedad de aplicaciones alimenticias, textiles,
de la construccion y fines domésticos. En la actualidad
los agaves o magueyes son explotados primordialmente
para la produccion de fibras y bebidas alcohdlicas tales
como tequila y mezcal (Colunga-GarciaMarin y Zizumbo-
Villarreal, 2007), aunque mas recientemente se ha buscado
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diversificar el uso de los agaves en la industria alimenticia;
por ejemplo, para la fabricacién comercial de inulina y
jarabe a partir del agave azul (Lépez y Urias-Silvas, 2007).

Las practicas agronémicas para la gestion del agave
no han cambiado mucho en los Ultimos afios, a pesar de
los avances tecnoldgicos registrados en otros cultivos
de importancia como el maiz, frijol, cebada y hortalizas,
en particular aquellas relacionados con su manejo
biotecnoldgico/microbiolégico que tienen por objetivo
aumentar la productividad y sanidad de las cosechas,
minimizar la aplicaciéon de agroquimicos y reducir su
impacto en el ambiente. Actualmente existe una fuerte
tendencia, no solo en México sino en todo el mundo, para
modificar la manera en que se practica la agricultura (Dutta
y Thakur, 2017). La implementacion de este nuevo modelo
agricola ha sido motivada por el aumento constante en
los precios de los agroquimicos, por la concientizacion de
los efectos perjudiciales del uso de estos productos en el
ambiente y en la salud humana, pero principalmente por
los precios que las comercializadoras extranjeras estan
dispuestas a pagar por los productos agricolas libres de
pesticidas quimicos (alrededor de un 30 % mas que por
los productos convencionales). En esta nueva forma de
practicar la agricultura el uso de microorganismos es
fundamental para alcanzar las metas proyectadas en
cuanto a sanidad, produccién y calidad de las cosechas
(Aguado-Santacruz, 2012). Estudios previos en agave han
logrado el aislamiento de diferentes microorganismos, pero
la identificacion de bacterias enddfitas es un area que se
ha abordado poco, a pesar de su importancia econémica.
Entre los trabajos realizados a la fecha se puede mencionar
el de Martinez-Rodriguez et al. (2014), quienes a partir dela
base de pencas de Agave tequilana lograron aislar una gran
diversidad de bacterias; parte de las cuales pudieron ser
confirmados como bacterias promotoras de crecimiento
por sus capacidades bioquimicas para fijar nitrégeno,
producir auxinas, solubilizar fosfatos o por sus actividades
de biocontrol contra Fusarium oxysporum; sin embargo,
los autores no presentaron evidencia de las capacidades
de promocion de crecimiento de los microorganismos in
vivo. Desgarennes et al. (2014) analizaron mediante un
enfoque metagendmico las comunidades bacterianas
diazotréficas presentes en la rizosfera, filosfera y la
enddsfera de raiz y hoja de las especies Agave tequilana
y A. salmiana; los autores encontraron una diferencia clara
entre las comunidades de bacterias presentes en el suelo,
la filésfera y la enddsfera de raiz y hoja. Estos autores
lograron el aislamiento de 18 cepas bacterianas en un
medio libre de nitrégeno, de las cuales ocho provinieron de
la enddsfera de raiz y rizésfera de A. tequilana, y 10 de la
enddsfera deraiz, larizosferay fildsfera de A. salmiana. Los
aislamientos delaenddsferade A. tequilana pertenecierona
la familia Enterobacteriaceae, mientras que en A. salmiana
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se identificaron dos miembros de Enterobacteriaceae y
una bacteria del género Stenotrophomonas. Por su parte,
Coleman-Derr et al. (2016), también bajo un enfoque de
metagendmica, analizaron las comunidades microbianas
presentes en la rizésfera, filésfera y la endosfera de
raiz y pencas de las mismas especies de agave, y de la
especie A. deserti, encontrando que la composiciéon de
las comunidades procaridticas estuvo determinada
principalmente por el propio hospedero, mientras que
la estructura de las comunidades fungicas estuvo
influenciada primordialmente por la biogeografia de la
especie hospedera. Aunque no encontraron diferencias
en la rigueza microbiana de las tres especies de Agave, si
detectaron menores niveles en la diversidad bacteriana en
las plantas cultivadas de A. tequilana comparadas con la
observada en los agaves nativos. El objetivo de la presente
investigacion fue conocer la endomicrobiota bacteriana
del agave pulquero y su localizacion dentro de las pencas
de agave y, con base en la identidad y las actividades
de los microorganismos descritas previamente en la
literatura, establecer algunos de los posibles mecanismos
bacterianos que contribuyen al crecimiento y desarrollo de
estas plantas.

MATERIALES Y METODOS
Lugar de estudio y material genético

La presente investigacion se llevd a cabo en el Rancho
Magueyero San Isidro, ubicado a 5 km al suroeste de la
localidad de Nanacamilpa de Mariano Arista, Tlaxcala. Esta
empresa es la principal productora de pulque de la region
y posee mas de 60 ha de este cultivo. Los tipos de agave
pulquero utilizados para el aislamiento de las bacterias
incluyeron a Manso, Chalquefo, Ayoteco, Pua Larga y
Carricillo. Se colectaron dos pencas provenientes de dos
plantas distintas por cada tipo, procurando escoger una
de las hojas de desarrollo intermedio y de mayor sanidad
aparente.

Preparacion de las muestras vegetales

Una vez realizado el trabajo de campo, se procedid
al traslado de las muestras a los laboratorios de la
empresa BlOqualitum S.A. de C.V. en la ciudad de Celaya,
Guanajuato, para su procesamiento. Las muestras
vegetales fueron procesadas dentro de los 5 d posteriores
a su colecta, considerando tres secciones de las pencas
(superior, media e inferior); la seccion inferior fue aquella
mas proxima a la roseta de las plantas, mientras que la
seccion superior incluia la plua de la penca; se retiraron
las espinas de agave para una mejor manipulacion vy, a
continuacion, los trozos de pencas de agave se lavaron
con agua corriente y se fragmentaron en cubos de 5 x 5
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cm. Estos trozos se desinfectaron con etanol 70 % por 1
min e hipoclorito de sodio 3 % por 2 min, y posteriormente
se lavaron tres veces con agua destilada estéril.

Aislamiento de microorganismos endéfitos

A los fragmentos de agave se les retird la epidermis,

se dividieron en trozos mas pequefios de 1 x 1 cm, se
colocaron sobre servilletas de papel estériles para eliminar
el exceso de humedad y finalmente se sembraron en
medios selectivos para aislamiento de bacilos (medio BS;
Cazorla et al., 2007), bacterias diazotréficas (medios Rojo

Congo y Elmarc; Ferrera et al., 1993) y Pseudomonas spp.

(medio Gould ST; Johnsen y Nielsen, 1999). Las placas de
Petri, conteniendo los fragmentos de agave en los distintos
medios selectivos fueron incubadas en una estufa a 30 °C
hasta observar el desarrollo de crecimiento bacteriano. Una
vez obtenidos los aislamientos en los medios de seleccién
respectivos se llevé a cabo un estudio en el cual las cepas
fueron caracterizadas morfolégica y molecularmente.

Caracterizacion morfoldégica y bioquimica de los
aislamientos

Se llevd a cabo una descripcion morfolégica de las
bacterias a nivel macro y microscépico. Utilizando la
tincion de Gram, se describié la forma de las bacterias en
el microscopio y su categoria en funcién de la composicion
de la pared celular. La categorizacion de las bacterias en
Gram + o Gram — fue importante para definir el método
a utilizar para la extraccion del ADN. Para llevar a cabo el
aislamiento de bacterias formadoras de esporas del género
Bacillus se utilizd la técnica de tincidon de endosporas con

tinta china para detectar la presencia de estas estructuras.

Identificacion molecular de las bacterias

La identificacién molecular se baso en el analisis de
la secuencia del gen que codifica para la subunidad 16S
ribosomal. El ARN ribosomal 16S es el componente de la
subunidad menor de los ribosomas procariotas que se une
a la secuencia de Shine-Dalgarno y posee una secuencia
muy conservada que puede usarse para la identificacion
de bacterias a nivel de especie mediante una comparacion
con las bases de datos disponibles. Brevemente, los
microorganismos se crecieron en 10 mL de su medio
respectivo por 24 h y posteriormente se extrajo el ADN
gendémico mediante el método de sarcosina (Lopes et
al., 1995). Para verificar la calidad del ADN se realizd

una electroforesis en gel de agarosa 1 %; a continuacion,

utilizando el ADN extraido, se amplifico el gen 716S
ribosomal mediante PCR utilizando los iniciadores 1540R
y 46F (Ohnishi et al., 2011). Los productos de PCR se
purificaron con el kit QIAEX Il de (Quiagen) y posteriormente
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se clonaron en el vector TOPO 2.1 (Invitrogen) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Se seleccionaron dos
colonias clonadas previamente verificadas por contener
el fragmento esperado del gen 716S ribosomal que es de
aproximadamente de 1500 pb, se extrajo ADN plasmidico
de estas cepas clonadas para su andlisis en el laboratorio
de secuenciacion del LANGEBIO en Irapuato, Guanajuato,
México, paraobtenerlassecuenciascompletasyfinalmente
comparar las secuencias obtenidas consultando la base
de datos del National Center for Biotechnology Information
(NCBY).

RESULTADOS

Después de colocar los fragmentos de cada tipo de
agave muestreados en los medios de seleccion, fue
posible observar colonias bacterianas entre 5 y 8 d
después de la incubacion a 30 °C. Se aislé un total de 103
bacterias a partir de los cinco tipos de agave; de éstos, 30
correspondieron a Bacillus putativos aislados en medio
BS, 12 a Pseudomonas y 61 a bacterias diazotréficas; la
cantidad de bacterias diazotréficas aisladas en medio
Rojo Congo (30) fue muy semejante a la cantidad de
bacterias diazotrdficas aisladas en medio Elmarc (31).
Debido a que tanto el medio ELMARC como el Rojo Congo
estan disefiados para lograr el aislamiento de bacterias
fijadoras de nitrogeno, se pudo reducir la cantidad total
de microorganismos aislados a solo 72, al considerar
solamente las bacterias diazotroficas aisladas en medio
Rojo Congo. El mayor nimero de aislamientos bacterianos
se obtuvo a partir de los tipos Carricillo (31) y Ayoteco
(26), y el menor en Manso (13). En forma global, la mayor
cantidad de aislamientos bacterianos se obtuvieron a partir
de las porciones superiores de las pencas (44), mientras
que de las secciones media e inferior se obtuvieron 35y
24 microorganismos, respectivamente. Las secuencias
obtenidas del gen para ARNr 76S de cada aislamiento se
analizaron y se llevd a cabo su comparacion en la base
de datos del NCBI para establecer la identidad de las
bacterias enddfitas y su redundancia por origen; es decir,
por su procedencia de una misma penca, logrando reducir
el numero inicial de 72 aislamientos a 35 especies de
bacterias, las cuales son enlistadas en el Cuadro 1 para
cada tipo de agave. Considerando esta depuracién de
microorganismos se pudo observar que la frecuencia de
especies de bacterias enddfitas en cada tipo de agave se
redujoa 7, 11, 3, 5y 9 para Ayoteco, Carricillo, Chalquefio,
Mansoy Pua Larga, respectivamente (Cuadro 1); asimismo,
esta reduccion de microorganismos cambié la frecuencia
de especies bacterianas de tal modo que las secciones
media (15) y superior (14) mostraron un nimero semejante
de especies entre ellas, pero mayor al detectado en la parte
inferior de las pencas (seis) (Cuadro 1). El nimero total de
especies bacterianas Unicas detectadas en los cinco tipos
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Cuadro 1. Localizacion de las bacterias endéfitas
dentro de las pencas de agave pulquero y su identidad
taxonomica determinada mediante la amplificacion de
fragmentos de la subunidad ribosomal 76S.

Tipo de agave Bacteria Posicion
Enterobacter sp. Inferior
Bacillus mojavensis Inferior
Erwinia tasmaniensis Media
Ayoteco Brevibacterium halotolerans Media
Bacillus subtilis Superior
Bacillus subtilis Superior
Bacillus mojavensis Superior
Brevibacillus brevis Inferior
Brevibacterium sp. Media
Enterobacter ludwigii Media
Bacillus halotolerans Media
Carricillo Enterobacter cloacae Media
Leclercia adecarboxylata Media
Bacillus subtilis Media
Bacillus subtilis Superior
Leclercia sp. Superior
Aeromonas caviae Superior
Leclercia sp. Superior
Acinetobacter sp. Inferior
Chalquefio  Curtobacterium flaccumfaciens  Inferior
Bacillus tequilensis Superior
Enterobacter cloacae Inferior
Pseudomonas putida Superior
Manso Leclercia sp. Superior
Enterobacter kobei Superior
Leclercia adecarboxylata Superior
Enterobacter sp. Media
Enterobacter sp. Media
Bacillus subtilis Media
Leclercia sp Media
Pua Larga Pseudomonas hunanensis Media
Leclercia sp. Media
Bacillus subtilis Media
Bacillus subtilis Superior
Bacillus halotolerans Superior
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de agave fue de 19, siendo el endomicrobioma de Carricillo
el mas diversificado (nueve especies), mientras que el de
Chalquefo presentd una menor riqueza bacteriana (tres
especies). Ayoteco, Manso y PUa Larga presentaron cinco
especies bacterianas Unicas (Cuadro 2). En forma global,
los géneros mayormente representados en los cinco tipos
de agave fueron Bacillus con 12 entradas y Enterobacter
y Leclercia con siete entradas cada uno (Cuadro 2).
Bacillus subtilis y Leclercia sp. fueron las especies mas
representadas en los agaves muestreados, encontrandose
en tres de los cinco tipos analizados; B. subtilis fue parte
del endomicrobioma de Ayoteco, Carricillo y Pua Larga,
mientras que Leclercia sp. se presento en Carricillo, Manso
y Pua Larga (Cuadro 2).

DISCUSION

En la presente investigacion se lograron identificar,
mediante un enfoque molecular, bacterias endofitas
cultivables in vitro, aisladas a partir de cinco tipos de
agave pulquero. Hasta donde se conoce, éste es el primer
estudio realizado en variedades de agave pulquero para
conocer el microbiota endofito existente en este cultivo.
Anteriormente, Martinez-Rodriguez et al. (2014) analizaron
el microbiota enddfito de A. tequilana a partir de bases
de pencas; estos autores identificaron en este agave 11
especies bacterianas: Acinetobacter sp., A. baumanii,
A. bereziniae, Cronobacter sakazakii, Enterobacter
hormaechei, Bacillus sp., Klebsiella oxytoca, Pseudomonas
sp., Enterococcus casseliflavus, Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides y Gluconobacter
oxydans. Las coincidencias en cuanto a los géneros
bacterianos encontrados en la presente investigacion con
la realizada por Martinez-Rodriguez et al. (2014) incluyeron
a Acinetobacter sp., Enterobacter sp., Pseudomonas sp. y
Bacillus sp. En el presente estudio destacaron los tipos
Carricillo y Pua Larga por poseer la mayor cantidad de
bacterias endofitas; sin embargo, Carricillo, con nueve, fue
el tipo que sobresalio por presentar la mayor diversidad de
especies bacterianas (Cuadro 1). Siete de las 19 especies
encontradas en los agaves se ubicaron en el grupo de las
Enterobacterias (Enterobacter spp., Erwinia tasmaniensis'y
Leclercia spp.), cinco en el orden Bacillales (Bacillus spp. y
Brevibacillus brevis), tres dentro de los Pseudomonadales
(Pseudomonas spp. y Acinetobacter sp.), tres en el orden
Actinomycetales (Brevibacterium spp., Curtobacterium
flaccumfaciens) y una en el orden Aeromonadales
(Aeromonas caviae). Estos resultados concuerdan con
el estudio de Yaish et al. (2015), en el cual el género
Bacillus y el grupo de las Enterobacterias conformaron
las bacterias mas representativas encontradas dentro del
microbioma de palma datilera (Phoenix dactylifera L.). Las
enterobacterias conforman un grupo de microorganismos
en el cual confluye una gran variedad de mecanismos
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de promocién de crecimiento, que incluyen la fijacion
bioldgica de nitrdgeno, la produccién de AlA, la produccién
de sideréforos y la solubilizacion de fosfatos (Lin et al,
2012); estas bacterias se encuentran entre los enddfitos
predominantes en distintos cultivos, por ejemplo, en cafia
de azucar (Taulé et al., 2012). Por otro lado, en la rizésfera
de algunos cultivos como arroz, trigo y ginseng, el género
Bacillus tiende a ser el taxdn predominante (Fan et al., 2016).
Derivado del presente estudio, es claro que el microbioma
de agave pulquero incluye una gran diversidad de bacterias
qgue le confieren una multiplicidad de mecanismos de
accion potenciales con gran valor en la agricultura; en
este contexto, es importante destacar el hecho que las 19
especies de bacterias enddfitas encontradas (Cuadro 2)
han sido consignadas con anterioridad como promotoras
de crecimiento.

Algunas de las bacterias encontradas en los agaves
pulqueros tienen el potencial para fijar nitrogeno
atmosférico como Acinetobacter sp. (Kuan et al., 2016),
Bacillus halotolerans (Slama et al., 2019), Brevibacillus
brevis (Nehra et al, 2016), Enterobacter cloacae (Ryu
et al,, 2003), Erwinia tasmanensis (Clavijo et al., 2012) y
Leclercia adecarboxylata (Laili et al., 2017); para producir
compuestos antimicrobianos como Acinetobacter sp.
(Rokhbakhsh-Zamin et al., 2011), Pseudomonas putida
(Hassan et al, 2011), Enterobacter ludwigii (Shoebitz et
al., 2009), Brevibacterium halotolerans (Slama et al., 2019),
Bacillus tequilensis (Lietal., 2018) y Bacillus subtilis (Caulier
et al, 2019); para producir compuestos promotores de
crecimiento (hormonas, compuestos volatiles, entre otros)
como Bacillus subtilis (Wagi y Ahmed, 2019), Bacillus
tequilensis (Li et al., 2010), Bacillus halotolerans (Slama et
al., 2019), Brevibacillus brevis (Nehra et al., 2016), Erwinia
tasmaniensis (Clavijo et al., 2012), Leclercia adecarboxylata
(Kang et al,, 2019), Pseudomonas hunanensis (Dutta y
Thakur, 2017) y Pseudomonas putida (Patten y Glick, 2002);
y para reducir los niveles de etileno en las plantas, el cual
interfiere conelcrecimientodelasmismasbajocondiciones
de estrés, como Acinetobacter sp. (Indiragandhi et al., 2008),
Bacillus halotolerans (Sgroy et al, 2009), Enterobacter
kobei (Pramanik et al, 2018), Leclercia adecarboxylata
(Kang et al., 2019), Pseudomonas hunanensis (Maroniche
et al., 2016) y Pseudomonas putida (Jacobson et al., 1994).
Algunas de las capacidades de promocién de crecimiento,
o de biocontrol de microorganismos fitopatdgenos, de
las bacterias referidas han sido documentadas desde
hace tiempo, como en el caso de Bacillus subtilis o
Pseudomonas putida, y otras, cuyas competencias de
promocién de crecimiento han sido descubiertas mas
recientemente, como el caso del género Leclercia y las
especies Curtobacterium flaccumfaciens, Pseudomonas
hunanensis y Enterobacter kobei. El primer informe de
Leclercia sp. como PGPR se publicé en 2074 (Naveed et
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al, 2014), mientras que Curtobacterium flaccumfaciens es
una bacteria de habito enddfito cuyo papel en la agricultura
resulta paraddjico, ya que es un patégeno bien conocido
en diferentes especies de plantas como frijol, soya,
remolacha, nochebuena y tulipan, pero recientemente se
le descubrieron capacidades de promocioén de crecimiento
en cebada (Cardinale et al., 2015). Por otro lado, destaca la
presencia de la bacteria Erwinia tasmaniensis en el tipo de
agave Ayoteco, la cual ha sido referida como una bacteria
epifita con potencial para el control de Erwinia amylovora
en cultivos de manzana y pera (Polsinelli et al., 2019).

Aungue previamente Ramirez-Bahena et al. (2016)
lograron aislar una bacteria enddéfita de papa a la que
denominaron Erwinia endophytica por su habito de
colonizacion de las plantas, hasta donde se conoce,
este es el primer reporte de Erwinia tasmaniensis como
microorganismo enddfito. Bacillus tequilensis es una
especie muy relacionada con B. subtilis que fue descrita
primera vez por Gatson et al. (2006), y que al igual que
Curtobacterium flaccumfaciens, aparentemente puede
ser transmitida por semilla (Beltran-Garcia et al., 2014). Su
habito enddfito y capacidad para controlar la enfermedad
conocida como piricularia del arroz y del trigo, provocada
por Magnaporthe oryzae, fueron descritos originalmente
por Li et al. (2018), quienes lograron aislar esta bacteria
a partir de la planta Angelica dahurica. Las actividades de
promocién de crecimiento mencionadas son potenciales,
por lo que sera importante confirmar mediante las pruebas
pertinentes la existencia real de las rutas bioguimicas
involucradas en su biosintesis, y posteriormente, llevar
a cabo las pruebas de funcionalidad in planta, ya que la
presencia de las capacidades bioquimicas in vitro no
siempre correlaciona con un aumento en el crecimiento
de las plantas (Cardinale et al., 2015). Las evaluaciones
de campo seran siempre indispensables para establecer
de manera contundente la factibilidad de uso de las cepas
microbianas, por lo que las capacidades bioguimicas in
vitro de las cepas microbianas aisladas estan en proceso
de andlisis, asi como también su potencial agronémico en
campo. Estudios como el presente constituyen el primer
paso para la apropiacion y establecimiento de tecnologias
de manejo microbiolégico acordes con las necesidades
particulares de cada explotacion agricola local (Compant
et al, 2019). El andlisis de los microbiomas existentes
en las plantas es importante no solo para la generacion
de informacion sobre aspectos agrondmicos aplicados,
sino también en el estudio de la participacion de los
microorganismos en la coevolucién de las plantas y que
han llevado a diferentes investigadores al planteamiento
de la existencia de microbiomas nucleo y satélites de
microorganismos, los cuales han sido determinantes en la
aptitud y sobrevivencia de las plantas a través de tiempos
evolutivos (Compant et al., 2019).
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Cuadro 2. Frecuencia de bacterias enddfitas en cinco tipos de agave pulquero.

Especie Frecuencia
Orden Ayo Car Cha Man PL Total

Aeromonas caviae Aeromonadales 1 1
Acinetobacter sp. Actinomycetales 1 1
Bacillus subtilis Bacillales 2 2 3 7
B. mojavensis Bacillales 2 2
B. tequilensis Bacillales 1 1
B. halotolerans Bacillales 1 1 2
Brevibacterium halotolerans Actinomycetales 1 1
Brevibacterium sp. Actinomycetales 1 1
Brevibacillus brevis Bacillales 1 1
Curtobacterium flaccumfaciens Actinomycetales 1 1
Enterobacter cloacae Enterobacteriales 1 1 2
Enterobacter ludwigii Enterobacteriales 1 1
Enterobacter kobeli Enterobacteriales 1 1
Enterobacter sp. Enterobacteriales 1 2 3
Erwinia tasmaniensis Enterobacteriales 1 1
Leclercia sp. Enterobacteriales 2 1 2 5
Leclercia adecarboxylata Enterobacteriales 1 1 2
Pseudomonas hunanensis Pseudomonadales 1 1
Pseudomonas putida Pseudomonadales 1 1
Total 7 11 3 5 9 35

Ayo: Ayoteco, Car: Carricillo, Cha: Chalquefio, Man: Manso, PL: Pua Larga.

CONCLUSIONES

El analisis de la endomicrobiota de cinco tipos de
agave pulguero demostré que el nimero de aislamiento
obtenidos corresponde a 7,11, 3, 5y 9 a partir de Ayoteco,
Carricillo, Chalquefio, Manso y Pua Larga, respectivamente.
La endomicrobiota bacteriana de Carricillo fue la mas
diversificada (nueve especies), mientras que Chalquefio
presentd una menor riqueza bacteriana (tres especies);
Ayoteco, Manso y Pua Larga presentaron cinco especies
bacterianas Unicas. Los @géneros con una mayor
representacion en los cinco tipos de agave fueron Bacillus
spp. con 12 entradas y Enterobacter spp. y Leclercia spp.
con siete entradas cada uno. Bacillus subtilis y Leclercia
sp. fueron las especies mayormente representadas en los
agaves al encontrarse en tres de los cinco tipos analizados.
Conbase en el conocimiento mas reciente, este es el primer
estudio realizado en variedades de agave pulquero para
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conocer el microbiota enddfito existente en este cultivo.
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