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Resumen

El género bacteriano Methylobacterium se encuentra distribuido en una amplia
variedad de ambientes. Un ambiente notable es su asociacion simbidtica con plantas.
Recientemente, se ha reportado como un género destacado en su asociacion con
cactus. Las bacterias del género Methylobacterium representan una ventaja en un
entorno tan hostil, como al que estan sometidos los cactus.

Los objetivos de este estudio fueron aislar cepas de Methylobacterium sp. de dos
compartimentos (epifito y enddfito) de cactus del género Cylindropuntia sp.
muestreados en la Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan y evaluar su diversidad
génica. Las bacterias fueron aisladas en medio selectivo con metanol adicionado con
los cofactores Ca?*y Ce3*.

Se obtuvieron 93 aislados metilotrofos, a los cuales se les realizo analisis ARDRA con
las enzimas de restriccién Cfol y Hinfl. Veintiocho cepas fueron confirmadas mediante
secuenciacion del gen 16S RNA ribosomal y 30 cepas fueron caracterizadas por los
patrones obtenidos en el analisis ARDRA a partir de secuencias parciales del gen 16S
ADN ribosomal. Treinta cepas seleccionadas fueron sometidas a la técnica de huellas
gendémicas BOX-PCR, con la cual se obtuvo una vision general de la diversidad
gendmica de los aislados. Se observo una diversidad gendémica en consecuencia de
una baja similitud en los patrones de los aislados. Se registrd correlacion entre los
aislados obtenidos y el morfotipo de Cylindropuntia sp. muestreado. Nuestra
investigacion confirma que Methylobacterium sp. establece asociaciones con cactus
del género Cylindropuntia sp.



Abstract

The bacterial genus Methylobacterium is distributed in a wide variety of environments.
One notable environment is its symbiotic association with plants. Recently, it has been
reported as a prominent genus in its association with cacti. Bacteria of the genus
Methylobacterium represent an advantage in such a hostile environment, such as that
to which cacti are subjected.

The objectives of this study were to isolate strains of Methylobacterium sp. from two
compartments (epiphyte and endophyte) of cactus of the genus Cylindropuntia sp.
sampled in the Tehuacan-Cuicatlan Biosphere Reserve and to evaluate its gene
diversity. Bacteria were isolated in selective medium with methanol added with Ca?*
and Ce?* cofactors.

There were obtained 93 methylotrophic isolations, which were subjected to ARDRA
analysis with Cfol and Hinfl restriction enzymes. Twenty-eight strains were confirmed
by 16S ribosomal RNA gene sequencing and 30 strains were characterized by the
patterns obtained in ARDRA analysis from partial sequences of 16S ribosomal DNA
gene. Thirty selected strains were subjected to the BOX-PCR genomic fingerprinting
technique, which provided an overview of the genomic diversity of the isolates. It was
observed a genomic diversity as a consequence of a low similarity in the patterns of
the isolates. It was registered correlation between the isolates obtained and the
morphotype of Cylindropuntia sp. sampled. Our research confirm that
Methylobacterium sp. establishes associations with cacti of the genus Cylindropuntia

sp.



Introduccion

1. Cactaceae
Las regiones aridas, por excelencia, han sido consideradas dentro de los ecosistemas
mas hostiles, sin embargo, a pesar de las duras condiciones, estas regiones albergan
una gran cantidad de vida. La familia Cactaceae (los cactus) son un grupo de especies
de flora, que forman parte del paisaje de las regiones éaridas y semiaridas, siendo
capaces, ademas, de habitar bosques tropicales, caducifolios y templados, entre otros
(Alanis y Velazco, 2008; Miguel-Talonia et al., 2014).

Las cactaceas son originarias del Continente Americano, estan conformadas por
cerca de 2000 especies, distribuidas desde Canada hasta la Patagonia (Bravo y
Sanchez, 1978; Kiesling, 1975; Kiesling, 1988). México, es el pais que posee la mayor
riqgueza de estas plantas, contando con 913 especies, dentro de las cuales el 80 por
ciento son endémicas del pais (Jiménez, 2011).

Su distribucion en la Republica Mexicana se encuentra a lo largo de las zonas
desérticas de Sonora y Chihuahua, las Selvas Bajas Caducifolias y la zona de
depresion del Balsas (Jiménez, 2011).

Los cactus disponen de ciertas caracteristicas anatomicas y fisioldgicas, que les
permiten colonizar de forma exitosa los ambientes &aridos. Por ejemplo, el
metabolismo del acido crasulaceo (CAM), cambios morfolégicos de su sistema de
raices o la utilizacion de cuerpos suculentos (Jiménez, 2011).

Los cactus no solo son parte importante en la estructura y dinamica de las zonas
aridas y semiaridas, también forman parte de la historia del pais, de su folklore e
incluso de su economia (Bravo y Sanchez, 1978; Jiménez, 2011).

2. Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan

La Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan (RBTC) es un Area Natural Protegida
(ANP) decretada en 1998, se localiza en el extremo suroeste del estado de Puebla y
noroeste de Oaxaca (Figura 1). La reserva comprende 51 municipios, 20 del estado
de Puebla y 31 del estado de Oaxaca, abarcando casi medio millén de hectareas
(Reyes, 2016). La aridez que presenta la region, se debe principalmente al efecto de
sombra orografica de la Sierra Madre Oriental, que actia como una barrera a los
vientos humedos y facilita la formacion de microclimas en el Valle (Medina, 2016).

El Valle de Tehuacan-Cuicatlan es uno de los principales reservorios de riqueza
biocultural de México, presentando un alto grado de diversidad biolégica y
endemismos, en esta region se han desarrollado mas de 3500 especies de flora y
fauna silvestre. Sin embargo, las cactaceas son el grupo de especies mas
caracteristicas y reconocidas de la reserva, donde existen al menos 81 especies de
cactaceas, de las cuales el 25 por ciento son endémicas de la region (Reyes, 2016;
Medina, 2016; Jiménez, 2011; Campos-Salas, 2016; Robles, 2019).



Figura 1. Ubicacion de la Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan. Figura reproducida de “La Reserva de la
Biosfera Tehuacan-Cuicatlan” por F. Reyes en N. Sanz Editor (Ed.), The Origins of Food Production, (p.163),
2016, UNESCO.

3. Cylindropuntia
El género Cylindropuntia perteneciente a la familia Cactaceae, cuenta con cerca de
35 especies, originarias de México y Estados Unidos (Guillot et al., 2009). El nombre
Cylindropuntia significa “opuntia cilindrica”, lo que hace referencia a su formay a su
cercania con el género Opuntia (Anderson, 2001).

También conocidas como “choyas”, los cactus del género Cylindropuntia son plantas
arbustivas muy ramificadas, con tallos generalmente cilindricos, espinas cubiertas
por una vaina, pueden presentar flores de colores llamativos como amarillo o rojo y
son cactus que fructifican en abundancia (Bravo y Sanchez, 1978; Guillot et al.,
2009; Anderson, 2001; Medina, 2016).

El género Cylindropuntia crece en condiciones de sequia, formando parte de
matorrales. Debido a esta forma arbustiva beneficia a otras especies de cactus por
la sombra que proyecta, ademas de proteger a cierta fauna, al permitir que ciertas
aves y mamiferos pequefios formen sus nidos entre sus ramas (Bravo y Sanchez,
1978).

La hibridacion natural en este género es bastante comun, lo que lleva muchas veces
a la dificultad de identificacién de muchos especimenes. Rebman y Pinkava (2001)
han realizado numerosos estudios citogenéticos en cactaceas del género,
determinando incluso que muchas de las especies que lo componen son hibridas
(Anderson, 2001; Rebman y Pinkava, 2001).

Finalmente, en el aspecto etnobotanico del género, ciertos grupos indigenas
atribuian propiedades magicas a determinadas especies, empleandolas incluso
como amuletos. Por otro lado, sus frutos en épocas de sequia son aprovechados
como forraje, incluso sus tallos se han reportado ser usados para manufacturar
muebles (Bravo y Sanchez, 1978).



4. Comunidades microbianas asociadas a cactaceas

Todos los organismos forman asociaciones estrechas con microorganismos,
integrando lo que se conoce como “holobionte” (huésped mas sus simbiontes
microbianos). En la mayoria de plantas y animales el conocimiento de la biologia del
huésped-microbio es muy incipiente. Ese es el caso de la familia Cactaceae, en la
gue, a pesar de ser una familia tan documentada e importante en los ecosistemas
aridos y semiaridos, las asociaciones que establecen con comunidades microbianas
y las reglas que las rigen siguen siendo poco conocidas (Valdespino et al., 2014;
Fonseca et al., 2016).

Los cactus emplean un conjunto de estrategias que les permiten habitar exitosamente
territorios con condiciones climéticas extremas, con alta radiacion solar y una
prolongada escasez de agua. No obstante, investigaciones recientes confirman que
estas mismas condiciones son las que promueven las asociaciones cactus-microbio,
asociaciones que contribuyen a la adaptacion y supervivencia de los cactus (Fonseca
et al., 2016).

Al igual que ocurre en los microbiomas animales, los cactus pueden albergar
diferentes comunidades microbianas tanto funcional como taxonomicamente distintas
y que son determinadas en gran medida por el compartimento de la planta (Fonseca
et al., 2016; Garcia y Kao, 2018). La composicién microbiana en cada compartimento
de los cactus es diferente debido a que la planta ofrece microambientes distintos. Por
lo tanto, distintas comunidades podran habitarlos dependiendo de sus capacidades
particulares (Flores-Nufez et al., 2020, Fonseca et al., 2016).

Las interacciones mutualistas que ocurren en las asociaciones cactus-microbio son
altamente complejas y dindmicas. Los microorganismos se pueden beneficiar al
obtener nutrientes y las plantas pueden recibir metabolitos Utiles procedentes de los
microbios (Chéavez et al., 2016; Hardoim et al., 2008; Turner et al., 2013).

Los microorganismos ejercen grandes benéficos en la salud de las plantas de varias
maneras: mediante la produccién de sustancias antimicrobianas, por la induccién de
resistencia contra patdgenos, por la solubilizacion de nutrientes, la promocién del
crecimiento de la planta y por fijacién bioldgica de nitrégeno, entre otros (Lima et al.,
2014; Aguirre-Garrido et al., 2012).
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5. Metilotrofia
La metilotrofia es la capacidad metabdlica de aprovechar los compuestos de carbono
reducidos que pueden contener un &tomo de carbono en su estructura, como el
metano o el metanol, o mas de un atomo de carbono, pero sin contener ningun enlace
carbono-carbono entre si (sustratos C1), como en el caso de la dimetilamina y
trimetilamina (Anthony, 1982; Chistoserdova et al., 2009).

Fue durante el siglo XX que las actividades de investigacion de la metilotrofia
avanzaron dentro de la microbiologia, siendo el término metilotrofia, también aplicable
a su disciplina académica (Chistoserdova et al., 2009).

Los organismos metilétrofos abarcan una gran variedad de géneros, tanto de
organismos procariotas como eucariotas; los metilétrofos procariotas, entre los que
se encuentran especies pertenecientes a Alpha-, Beta- y Gammaproteobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes, Verrucomicrobia y algunas archeas (como las
metanotroficas anaerébicas o ANME), pueden utilizar una variedad de compuestos
C1. Por otro lado, los metil6trofos eucariotas, limitados a unos cuantos géneros de
levaduras como Candida y Pichia, sélo utilizan el metanol como fuente de carbono y
la metilamina como fuente de nitrégeno (Yurimoto, 2011; Chistoserdova, 2003).

Los metilétrofos tienen una amplia gama de sustratos, muchos de ellos son
componentes importantes del medio ambiente, por lo que el metabolismo metilotréfico
es parte crucial de los ciclos biogeoquimicos del carbono, nitrégeno, azufre y
compuestos halogenados (Eyice y Schafer, 2016; Chistoserdova, 2011b).

Uno de los compuestos organicos mas abundantes en la atmdésfera y sustrato de
algunos metilétrofos es el metano (CHa4). El cual, al ser el segundo gas de efecto
invernadero mas importante ha llevado a que los metanétrofos sean estudiados
ampliamente por sus potenciales aplicaciones biotecnolégicas y ambientales, ya que
estos organismos actuan como filtros naturales del metano (Cai et al., 2016; Ho et al.,
2019; Chistoserdova, 2015).

Los metilétrofos no metanoétrofos, de igual forma, sirven como barreras para otros
compuestos C1 de importancia ambiental, como el metanol (que se genera de forma
natural por las plantas), aminas metiladas, metanos halogenados, entre otros
sustratos (Chistoserdova, 2015).

Se ha demostrado que los metilotrofos tienen una gran distribucion ambiental,
incluyendo ambientes extremos (Chistoserdova, 2015). Se han encontrado
metilétrofos en lagos de agua dulce (Chistoserdova, 2011a), en suelos articos
(Martinez-Cruz et al., 2017), en la rizosfera y filosfera de las plantas (Delmotte et al.,
2009; Kutschera, 2007), se han encontrado incluso en ambientes marinos, en algunos
entornos exoéticos como en el crater de un meteorito y en cuevas subterraneas
selladas (Chistoserdova, 2015).
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5.1. Metabolismo metilotrofico bacteriano

Las bacterias metilotréficas son organismos capaces de usar sustratos como metano,
metanol, aminas metiladas, metanos halogenados y especies de azufre metilado. En
cuanto a sus requerimientos de oxigeno, las bacterias metilotréficas se pueden
abordar de dos maneras: primero, las anaerdbicas metilotréficas, entre las que se
encuentran algunas archeas metandgenas y los clostridios metilotréficos y segundo,
las bacterias aerObicas metilotroficas, donde ademas se incluyen las bacterias
anaerobias facultativas (Lidstrom, 2006).

Asimismo, las bacterias aerdbicas metilotroficas se clasifican en funcion de su
capacidad de utilizacion del sustrato, por un lado, los metilétrofos obligados son
incapaces de crecer en sustratos que contengan enlaces carbono-carbono, como
Methylophilus methylotrophus, mientras que, los metilétrofos facultativos pueden
crecer tanto en sustratos de un solo carbono como en sustratos de mudltiples
carbonos, como el género Methylobacterium (Lidstrom, 2006).

En las Ultimas décadas, se ha avanzado en el conocimiento de la bioguimica y
fisiologia de los organismos metilétrofos. Hoy en dia, el metabolismo metilotrofico se
comprende como un conjunto de médulos o unidades funcionales metabdlicas, donde
cada modulo contiene un conjunto especifico de enzimas y vias alternativas capaces
de realizar una funcién metabdlica especifica. Por tanto, diferentes combinaciones de
estos modulos estardan presentes en los diferentes organismos metil6trofos
(Chistoserdova et al., 2003; Chistoserdova et al., 2005; Chistoserdova, 2011b).

La metilotrofia aerdbica requiere de un conjunto minimo de mddulos metabdlicos
criticos. Sin embargo, muchos metil6trofos pueden poseer multiples médulos para un
paso especifico; un organismo metilotréfico requerira de (I) Un médulo de oxidacion
primaria (desmetilacion, deshalogenacién), a partir de un sustrato Cl1 con la
produccion de formaldehido, metil o metileno, (II) Un modulo para la
oxidacién/desintoxicacién del producto de la oxidacion primaria y (l1I) Un médulo de
asimilacion, el cual puede ser: a nivel de formaldehido por el ciclo de Monofosfato de
Ribulosa (RuMP), a nivel de CO: por el Ciclo de Calvin Benson-Bassham (CBB) y a
nivel de metileno y CO2 por el Ciclo de la Serina (Figura 2) (Chistoserdova, 2011b;
Chistoserdova et al., 2005).

5.2. Oxidacion del metanol
El metanol es uno de los dos compuestos organicos mas abundantes en la atmdésfera.
Una de las principales fuentes de metanol proviene de las plantas, que liberan
metanol por procesos de desmetilacion de la pectina de sus paredes celulares,
resultado de procesos normales de desarrollo y crecimiento. Por tanto, las plantas
representan un habitat importante para las bacterias degradadoras de metanol
(Lidstrom, 2006; Eyice y Schéafer, 2016; Dorokhov et al., 2018).
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Figura 2. Esquema general del metabolismo metilotréfico bacteriano. Primera parte, la generacion de
formaldehido (HCHO) mediante la oxidacion de varios compuestos como metano, metanol, haluros de metilo,
azufre metilado, aminas metiladas; Segunda parte, la oxidacion de formaldehido HCHO a COz, por medio de
generacion de formiato o Via ciclica oxidativa del monofosfato de ribulosa (A); Tercera parte, Fijacion o vias
de asimilacion del formaldehido a compuestos C3 por medio de Ciclo Ribulosa monofosfato (B) y el Ciclo de
la Serina (C). Figura adaptada de “Assimilation, dissimilation, and detoxification of formaldehyde, a central
metabolic intermediate of methylotrophic metabolism” por Yurimoto et al., (2005).

El metabolismo del metanol se inicia con la oxidacion del metanol a formaldehido en
el periplasma de bacterias Gram-negativas. Esta oxidacion se lleva a cabo por tres
clases de enzimas metanol deshidrogenasas (MDH), que varian en diferentes
organismos en cuanto a su estructura cuaternaria, requisitos de coenzimas/cofactores
y de su localizacion celular. Una quinoproteina metanol deshidrogenasa (MDH)
dependiente de pirroloquinolina quinona (PQQ) encontrada en metil6trofos Gram-
negativos; una enzima MDH ligada a nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD)
encontrada en cepas de Bacillus y una metanol NDMA (N, N’-dimetil-4-nitrosoanilina)
oxidorreductasa (MDO), encontrada en bacterias Gram-positivas como
Mycobacterium gastri MB19 (Kolb y Stacheter, 2013; Lidstrom, 2006).

Durante afios, gran parte de los avances en el estudio de la metilotrofia se
concentraron en la enzima PQQ MDH, considerada como una enzima clave en el
metabolismo del metanol en bacterias Gram-negativas, la MDH tiene una estructura
heterotetramérica (azp2), conformada por dos subunidades grandes (a) de 66 kDa
(MxaF) que contiene una molécula de PQQ y un ion Ca?', y dos subunidades
pequefias (B) de 8.5 kDa (Mxal) que se pliegan alrededor de la subunidad a (Dubey
et al, 2018; Chistoserdova, 2011b; Anthony y Williams, 2003). La PQQ MDH no es la
Unica presente en todos los metilotrofos Gram-negativos, en géneros de
Burkholderiales y Rhodocyclales se encontré que codifican para una MDH alternativa,
denominada MDH2. También se han caracterizado metil6trofos que no poseen ni la
PQQ MDH clasica ni la MDH2 alternativa, la enzima XoxF ha sido encontrada en
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distintas bacterias incluyendo Bradyrhizobiaceae y otros rizobios como una MDH
independiente de calcio que es capaz de utilizar elementos de tierras raras (REE),
como el cerio o el lantano, como cofactores (Kolb y Stacheter, 2013; Chistoserdova,
2011b).

Posterior a la oxidacion del metanol, la oxidacién del formaldehido generado a CO2
es un paso importante en la metilotrofia aerébica. El formaldehido sintetizado como
intermediario central del metabolismo metilotréfico toma dos caminos, en el primero
se oxida a CO2 para la obtencion de energia y destoxificacion del formaldehido. Se
conocen varias vias, vinculadas a: cofactores que atrapan el formaldehido, como el
glutatién (GSH), el micotiol (MySH), tetrahidrofolato (H4F) y la tetrahidrometanopterina
(HsMPT), entre otros; uso de multiples enzimas deshidrogenasas de formato (FDH);
empleo de reacciones de la Via de oxidacion ciclica de Ribulosa Monofosfato; y como
segundo camino su asimilacién o fijacién a través del Ciclo de Serina o el Ciclo de
Ribulosa Monofosfato, para la produccién de un compuesto C3 (Chistoserdova,
2011b; Yurimoto, 2005; Lidstrom, 2006).

6. Methylobacterium

Methylobacterium es un género bacteriano perteneciente a la clase
Alphaproteobacteria, orden Rhizobiales y familia Methylobacteriaceae, que cuenta
actualmente con 52 especies publicadas validamente, compuesto por bacterias
Gram-negativas, estrictamente aerobias, con forma de baston, las bacterias del
género son conocidas como metilétrofas facultativas pigmentadas de color rosa
(PPFM) por ser capaces de crecer en metanol y metilamina, asi como en varios
sustratos multi-carbono, y por producir un carotenoide caracteristico color rosa (Green
y Ardley, 2018; Kutschera, 2007).

Los miembros del género estan distribuidos en una amplia variedad de ambientes,
tanto naturales, que incluyen aire, suelo, polvo, como artificiales, en sistemas de aire
acondicionado y bafios. Sin embargo, un ambiente notable de este género es en su
asociacién con plantas, donde se ha reportado que Methylobacterium puede colonizar
la superficie de las hojas (epifito), los tejidos internos (endofito), y nédulos de muchas
especies de plantas (Dourado et al., 2012).

La asociacion que Methylobacterium establece con las plantas se basa en una
simbiosis, en la que Methylobacterium utiliza el metanol que emiten las plantas como
su fuente de carbono y energia. En respuesta, Methylobacterium le proporciona
beneficios a la planta, como la produccién de sustancias que ayudan en su
crecimiento, al liberar hormonas vegetales, como auxinas y citoquininas, aumentando
la disponibilidad de nutrientes, generando una resistencia sistémica contra patégenos
e incluso modulando la produccion de etileno de la planta (Kutschera, 2007; Raja et
al., 2008).
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Las bacterias del género Methylobacterium han sido reportadas en numerosas
especies vegetales, como en trigo (Omer et al., 2004), soja (Anda et al., 2011), cafa
de azucar (de Andrade et al., 2018), e incluso recientemente, se reporta como un
género destacado en agaves y cactus, lo que destaca su presencia generalizada e
importancia en plantas terrestres (Bustillos-Cristales et al., 2017; Flores-Nufez et al.,
2020).

7. Biogeografia bacteriana de plantas

En distintos trabajos se ha observado que ciertas bacterias se asocian
preferentemente con determinados ambientes. Muchos de esos estudios se han
llevado a cabo utilizando genes marcadores “housekeeping”, principalmente 16S
rRNA, dando lugar a identificacion de OTUs (Unidades taxonémicas operacionales).
Sin embargo, las OTUs e inclusive la identificacion a nivel taxonémico de especie, no
son utiles para la deteccion de microdiversidad de los organismos. Es decir que para
la identificacién de polimorfismo de genes e inclusive de genomas es necesario utilizar
otro tipo de estrategias, entre ellas “Fingerprinting” gendémico. Por este enfoque es
posible detectar la existencia de relacion entre ambiente y ecotipos microbianos
adaptados al mismo. En el caso de plantas se podria encontrar si determinados
genotipos bacterianos se asocian preferentemente a ciertas especies vegetales.

8. Fingerprinting gendmico

Las herramientas de fingerprinting, son un conjunto de técnicas que permiten
diferenciar microorganismos o grupos de microrganismos en funcion de las
caracteristicas Unicas de un componente universal o seccién de una biomolécula,
como, por ejemplo, fosfolipidos, ADN o ARN. Las técnicas de fingerprinting
proporcionan un perfil general de la comunidad microbiana en un estudio, por lo que
son una herramienta muy atil en muchos campos de la biologia, ecologia, evolucion,
estudios de diversidad, ciencias forenses, entre otras areas (ITRC, 2011). Ahora bien,
los procedimientos de fingerprinting gendémico o huellas genéticas, se componen de
técnicas que permiten estudiar especificamente el polimorfismo de una secuencia de
ADN. Las diferentes técnicas se diferencian por su capacidad de detectar los
polimorfismos, es decir, su grado de resolucion o especificidad. Asi, la eleccion de la
técnica dependera principalmente de las preguntas que se buscan responder en una
investigacion y de los conocimientos que se tienen del grupo microbiano en estudio
(Rentaria-Alcantara, 2007; ITRC, 2011).

Las técnicas de huellas genéticas de ADN tienen dos aspectos técnicos en comun, el
primero es el aislamiento de la parte del genoma que se va a estudiar, y segundo la
sujecion de la parte que se aislo del genoma en alguna técnica que permita revelar el
polimorfismo de la secuencia de ADN, como restriccion, amplificacion, electroforesis
0 combinaciones de las técnicas (Vaneechoutte, 1996).
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8.1. BOX-PCR
En los cromosomas bacterianos se encuentran multiples secuencias repetidas
intercaladas, localizadas en regiones intergénicas a lo largo de todo el genoma
bacteriano. Dichos bloques de secuencias no codificantes han sido aprovechados
como multiples objetivos genéticos para sondas de oligonucleétidos, los cuales,
permiten generan perfiles de ADN Unicos o huellas genéticas, que en gran medida
han demostrado tener multiples aplicaciones en el estudio de microorganismos, ya
gue varios de estos elementos se encuentran conservados y dispersos en los
genomas de distintas bacterias (Versalovic et al., 1994; Versalovic et al., 1998; Lupski
y Weinstock, 1992).

Para la tipificacion de bacterias se han utilizado principalmente tres familias de
secuencias repetitivas: las secuencias palindrémicas extragénicas repetitivas (REP)
con una secuencia de 35 a 40 pares de bases, el consenso intergénico repetitivo
enterobacteriano (ERIC) con una secuencia de 124 a 127 pares de bases y los
elementos BOX (Menna et al., 2009).

BOX-PCR es una version particular de la PCR basada en secuencias repetitivas (rep-
PCR), que utiliza la secuencia repetida dispersa BOX, encontrada inicialmente en
Streptococcus pneumoniae, pero comun en diversas especies bacterianas. Los
elementos box son secuencias compuestas de tres subunidades: boxA, boxB, boxC
con 59, 45y 50 nucleétidos de longitud, respectivamente. De ellos, la subunidad boxA
es la mas conservada en varios géneros bacterianos (Brusetti et al, 2008; Koeuth et
al., 1995).

La técnica de BOX-PCR es muy utilizada debido a su bajo costo, buena eficiencia y
su simplicidad. Como las secuencias BOX se encuentran intercaladas en todo el
genoma, BOX-PCR es un método capaz de analizar de forma simultdnea muchas
regiones de ADN en el genoma bacteriano y producir multiples fragmentos de ADN
de tamafos diferentes, los cuales son fraccionados por electroforesis para obtener
los perfiles de huellas genéticas o fingerprinting gendémico (Brusetti et al, 2008;
Versalovic et al., 1998).
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Antecedentes

Numerosos estudios han reportado la presencia de bacterias del género
Methylobacterium en diversas especies de plantas, resaltando el papel del género en
cuestiones como la mejora de la capacidad de adaptacién de la planta, en trigo
(Triticum aestivum) y trébol rojo (Trifolium pratense) (Omer et al., 2004). También se
han analizado los factores que influyen en las comunidades de Methylobacterium que
colonizan las plantas y se han estudiado la complejidad de las mismas, en Arabidopsis
thaliana (Knief et al., 2010a; Knief et al., 2010b); destacando el papel del metabolismo
metilotréfico de Methylobacterium durante la colonizacion, en Medicago truncatula (Sy
et al., 2005). Mediante el uso de los genes involucrados en la metilotrofia (mxaF) y
genes 16S rRNA, se ha logrado analizar la distribucion filogenética del género en
diferentes especies de plantas (Citrus spp., Eucalyptus grandis, Eucaliptus urophyla,
Saccharum spp., Coffea arabica, Borreria verticillata y Capsicum annuum) logrando
evidenciar una asociacion nicho especifica (Dourado et al., 2012).

A pesar del creciente interés por conocer las comunidades microbianas asociadas a
cactaceas (Lima et al., 2015; Aguirre-Garrido et al., 2012) y el papel que
Methylobacterium representaria en un entorno al que estan sometidos los cactus, los
estudios en estas asociaciones son limitados.

Fonseca et al., en 2016, estudiaron la composicion, la diversidad y los factores que
influyen en las comunidades de bacterias, arqueas y hongos, en las especies de
cactus Myrtillocactus geometrizans y Opuntia robusta. Ellos demostraron que el
ensamblaje de estas comunidades estd influenciado principalmente por el
compartimento del cactus.

En un estudio se analiz6 la diversidad bacteriana metilotrofica asociada a la cactacea
en estado de amenaza: Neobuxbaumia macrocephala, donde se obtuvieron aislados
de los grupos Actinobacteria, Sphingobacteria, Alpha-, Beta- y Gammaproteobacteria;
y, ademas, se evidencié la presencia mayoritaria de genes XoxF (Bustillos-Cristales
et al., 2017)

En 2018, de Andrade y colaboradores presentaron un analisis de la diversidad de
Methylobacterium en cafia de azUcar por medio de BOX-PCR, demostrando una alta
diversidad genomica de sus aislados, lo que evidencia el uso funcional de las técnicas
de fingerprinting genémico.

Finalmente, Flores-Nufiez et al., en 2020, realizaron una diferenciacion de nicho entre
la rizosfera y la filosfera de los cactus Myrtillocactus geometrizans y Opuntia robusta
y de los agaves Agave salmiana y Agave tequilana. Asi mismo destacaron los genes
que las comunidades microbianas poseen para poder colonizar y sobrevivir en
entornos como los que los cactus estan sujetos. Genes como los que codifican la
formacion de biopeliculas y deteccion de quoérum, asi como genes que producen la
enzima metanol deshidrogenasa y genes relacionados con fototrofia, entre otros.
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Justificacion

Las asociaciones entre comunidades bacterianas y sus respectivos hospedantes
vegetales han sido objeto de numerosos estudios. Sin embargo, de estas
interacciones complejas se tiene una comprension ecoldgica limitada de su microbiota
asociada y en particular de la microbiota de cactaceas. Por ello se propone el estudio
de la estructura de las comunidades metilotroficas asociadas a cactaceas de género
Cylindropuntia sp.

Hipotesis

La microbiota metilotréfica de la filosfera y endosfera del tallo asociada a las especies
de cactaceas del género Cylindropuntia sp. constituyen ecotipos adaptados a cada
uno de sus ambientes.

Objetivo general
Determinar la microdiversidad bacteriana metilotrofica cultivable asociada a las
especies vegetales del género Cylindropuntia sp.

Objetivos especificos

Aislar cepas metilotroficas de la filosfera y endosfera del tallo de la cactaceas
Caracterizar genotipicamente las cepas obtenidas

Analizar diversidad metilotréfica por medio de huellas genéticas (BOX-PCR)
Comparar los genotipos metilotréficos en aislados cactaceas del género
Cylindropuntia sp.

ANANENEN
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Materiales y métodos

1. Muestreo
El muestreo fue realizado en noviembre del 2018, en la Reserva de la Biosfera
Tehuacan-Cuicatlan, en el municipio de San Gabriel Chilac, perteneciente al estado
de Puebla. Se recolectaron siete muestras en la region comprendida entre el Rio
Zapotitlan y la Carretera federal Tehuacan-Oaxaca, en regiones proximas a las
coordenadas: a) 18°18'29.4"N 97°21'02.5"W b) 18°18'39.7"N 97°21'01.4"W y c)
18°19'05.9"N 97°21'27.4"W (Figura 3).
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Figura 3. Localizacién de sitios de muestreo. A. Poligono de la Reserva de la Biosfera Tehuacan-Cuicatlan,
se observa la ubicacién del municipio San Gabriel Chilac, resaltado en gris, donde fue realizado el muestreo.
Adaptado de “Herpetofauna de la reserva de la biésfera Valle de Tehuacan-Cuicatlan (etapa final)” (p.7), por
M.G. Gutiérrez Mayen, 2007, BUAP-CONABIO, Proyecto BK019. B. Mapa de San Gabriel Chilac, que muestra
los tres sitios donde se recolectaron las plantas y sus coordenadas. Adaptado de Google Maps.
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Se obtuvieron muestras de siete individuos de cactus diferentes, con cuatro
morfotipos distinguibles entre si, pertenecientes al género Cylindropuntia sp. Los
cactus fueron elegidos por su apariencia exterior (Figura 4).

El morfotipo 1 fue recolectado proximo a las coordenadas 18°18'29.4"N 97°21'02.5"W.
Se recolectaron tres muestras de tres individuos diferentes pertenecientes morfotipo
1 por lo que se nombraron morfotipo 1A, 1By 1C. Para el morfotipo 2 se recolectaron
dos muestras de dos individuos diferentes proximo a las coordenadas 18°18'29.4"N
97°21'02.5"W, nombrandose morfotipo 2A y 2B. Del morfotipo 3 solo se recolectd una
muestra en las coordenadas 18°18'39.7'N 97°21'01.4"W. EI morfotipo 4 fue
recolectado en las coordenadas 18°19'05.9"N 97°21'27.4"W y solo se recolecté una
muestra (Figura 4).

Las muestras consistieron en fragmentos de las plantas elegidas, las cuales se
obtuvieron por el corte de una de las ramas del cactus, que fueron depositadas en
bolsas de polietileno estériles y se almacenaron en un recipiente aislado con hielo
hasta que fueron llevadas al laboratorio para su procesamiento. En el laboratorio las
muestras se mantuvieron en refrigeracion a 4°C, hasta que fueron procesadas en los
siguientes tres dias.

N

B. Morfotipo Sitio de muestreo Muestras Imagen

Morfotipo 1 18°18'29.4"N 97°21'02.5"W Morfotipo 1A 1.
Morfotipo 1B 3.
Morfotipo 1C 4,
Morfotipo 2 18°18'29.4"N 97°21'02.5"W Morfotipo 2A 5.
Morfotipo 2B 6.
Morfotipo 3 18°18'39.7"N 97°21'01.4"W Morfotipo 3 2.
Morfotipo 4 18°19'05.9"N 97°21'27.4"W Morfotipo 4 7.

Figura 4. Cactaceas muestreadas. A. Se observan las fotografias de los siete cactus muestreados, donde se
distinguen los cuatro morfotipos de cactus; los cactus 1, 3 y 4, corresponden al morfotipo 1; los cactus 5y 6
corresponden al morfotipo 2; el cactus 2, corresponde al morfotipo 3 y el cactus 7, corresponde al morfotipo 4. B.
Se muestran los datos concentrados, el morfotipo, sitio de muestreo, las muestras obtenidas de cada morfotipo y
su imagen correspondiente.
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2. Aislamiento
Se realizaron aislamientos epifitos y endofitos de las siete muestras recolectadas. El
aislamiento epifito se obtuvo al realizar una serie de lavados de la region externa de
la cactacea recolectada (aprox. 5 cm?), con hisopos estériles empapados en una
solucién de MgSOa4 10 mM estéril, los cuales se resuspendieron nuevamente en una
solucion de MgSO4 10 mM estéril y se les realiz6 una serie de diluciones seriadas
decimales por triplicado.

Para el aislamiento endofito, primero se tomé un fragmento de la cactacea
recolectada (aprox. 3 cm?) y se le realiz6é una serie de lavados con etanol al 100% e
hipoclorito de sodio al 50% (v/v), seguidos de enjuagues con agua, con el fin de
desinfectar la superficie externa del cactus. El fragmento ya desinfectado se trituré en
un mortero estéril con solucién de MgSO4 10 mM estéril; al liquido resultante se le
realizaron diluciones seriadas decimales por triplicado.

Cada dilucién obtenida de los dos aislamientos (epifito y endofito) se inoculé en dos
tubos con medio minimo MMS. Ambos tubos contenian metanol al 0.5% (v/v) como
fuente Unica de carbono. A un tubo se le afiadi®é Ca?* 30 uM como cofactor, y al
segundo tubo Ce3* 30 uM. Esto fue realizado asi al existir una variante de la enzima
metanol deshidrogenasa que no trabaja con calcio como cofactor, la enzima
alternativa XoxF utiliza Ce®" como cofactor y se ha reportado como ampliamente
distribuida en organismos consumidores de metanol (Taubert et al., 2015).

Los tubos inoculados fueron incubados aproximadamente por treinta dias a 30°C,
hasta que presentaron crecimiento observable a simple vista. Los tubos que
presentaron mayor crecimiento fueron resembrados en dos placas con medio MMS
con 0.5% (v/v) de metanol como fuente Unica de carbono y con sus dos variantes
correspondientes de cofactor (Ca?* y Ce?®'). Las placas resembradas fueron
incubadas de 7-10 dias a 30°C. Se realizaron resiembras hasta obtener cultivos puros
de colonias rosadas y colonias blanquecinas, puesto que, a pesar de que el género
Methylobacterium caracteristicamente presenta colonias color rosado, se ha
reportado una minoria perteneciente al género carente de este pigmento (Anda et al.,
2011; Green y Ardley, 2018). Finalmente, los cultivos puros fueron resembrados en
medio de cultivo GP (Glicerol-peptona), a partir del cual, las colonias aisladas fueron
conservadas en Glicerol al 50% (v/v) a -70°C.

3. PCR en colonia
Fueron obtenidas en total 93 cepas presuntivas. Con el fin de disminuir el nUmero de
cepas a las cuales se les realizaria la extraccion de ADN, se llevo a cabo un PCR en
colonia del gen 16S rRNA. La amplificacibn se llevé a cabo por medio de
oligonucledtidos universales, que amplificaron un fragmento de 1365 pb (pares de
bases), usando el oligonucleétido directo UN27F (5' TAG AGT TTG ATC CTG GCT
CAG 3 ') y el oligonucleotido reverso UN1392R (5' CAG GGG CGG TGT GTA CA 3').
La mezcla de reaccion de PCR consistio en 1 ul de la colonia suspendida en 1000 ul
de agua destilada previamente congelada para asegurar la lisis bacteriana, 2.5 U de
Taq DNA polimerasa (Jena Bioscience GmbH, Jena, Alemania), 200 uM de cada
dNTP’s, 10 uM de cada oligonucleétido y 67 mM de buffer, la mezcla se complet6 con
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agua a un volumen final de 50 pl. El programa de PCR consisti6 en una
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 8 minutos, seguido de 26 ciclos de
desnaturalizacién a 94 °C durante 30 segundos, alineamiento 57 °C por 45 segundos
y una extension a 72 °C por 1 minuto; seguido de un paso de extension final de 72 °C
por 10 minutos. Las amplicones se corrieron en geles de agarosa 1% (p/v) y buffer
0.5X Tris-acetato/EDTA (TAE) a 80 V durante 45 min.

4. Extraccion de ADN
Se extrajo ADN gendmico de 80 cepas de las que no fue posible observar amplicones
de PCR en colonia. Se utilizaron dos kits diferentes de extraccion de DNA gendmico,
el Bacteria DNA Preparation Kit -spin columns-based de Jena Bioscience y el kit
Wizard Genomic DNA Purification Kit, de Promega. Con ambos, se siguieron las
instrucciones proporcionadas por el fabricante. Se verific la pureza del ADN con
agarosa al 1% (p/v) y buffer 0.5X Tris-acetato/EDTA (TAE) a 80 V durante 30 min.

5. Amplificacién de laregién de ADN que codifica la subunidad 16S rRNA

A los 80 aislamientos a los cuales se les realiz6 la extraccion de ADN, se les realizé
amplificacion del gen que codifica la subunidad 16S rRNA. Se utilizaron los mismos
oligonucledtidos universales utilizados para la PCR en colonia. La mezcla de reaccion
de PCR fue la siguiente: 25 ng de ADN, 2.5 U de Taq DNA polimerasa (Jena
Bioscience GmbH, Jena, Alemania), 200 uM de cada dNTP’s, 10 uM de cada
oligonucledtido y 67 mM de buffer, la mezcla se completd con agua a un volumen final
de 50 pl. Las condiciones del programa de PCR fueron: desnaturalizacion inicial a 95
°C por 3 minutos, seguido de 26 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 30
segundos, alineamiento 57 °C por 45 segundos y una extensién del iniciador a 72 °C
por 1 minuto; seguido de un paso de extensién final de 72 °C por 10 minutos. Las
amplificaciones de PCR se analizaron en geles de agarosa 1% (p/v) y buffer 0.5X
Tris-acetato/EDTA (TAE) a 80 V durante 45 min.

6. Andlisis de fragmentos de restriccién de la amplificacion del gen 16S
rRNA (ARDRA)

Con el fin de agrupar cepas idénticas y disminuir la cantidad de muestras a
secuenciar, a los productos de amplificacion del gen 16S rRNA obtenidos por PCR
del conjunto de aislamientos (93 cepas), se les realiz6 una restriccibn enzimatica con
las endonucleasas Cfol (Promega Inc., Madison, EE. UU.) y Hinfl (Promega Inc.,
Madison, EE. UU.) por separado, a un volumen total de 10 pl a 37°C, durante 4 horas.
La mezcla contenia 4 pl del producto de PCR, 1 pl de buffer de restriccion 10X, 4.8 ul
de agua tridestilada estéril y 0.2 pl de enzima de restriccion. EI amplicon digerido se
visualizé mediante electroforesis en gel de agarosa al 3% (p/v) y buffer 0.5X Tris-
acetato/EDTA (TAE) a 100 V durante 45 minutos. Los patrones se compararon por
inspeccion visual de los bandeos entre las cepas aisladas. Los patrones se
consideraron idénticos cuando todos los bandeos tenian la misma distancia de
migracion aparente.
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7. Secuenciacion de ADN

De los 93 aislamientos a los cuales se les realiz6 ARDRA, 40 fueron seleccionados
para secuenciacion parcial del gen 16S rRNA. Los productos amplificados obtenidos
se purificaron usando PCR Purification Kit de Jena Bioscience, siguiendo las
instrucciones proporcionadas por el fabricante. Se emple6 UN27F como
oligonucledtido de secuenciacion. La secuenciacion se realizé mediante el método de
Sanger, en la unidad de secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM
(www.ibt.unam.mx/sintesis/sintesis/secuenciacion.html). Posteriormente, 28 cepas
fueron reenviadas con el oligonucledtido reverso UN1392R para obtener una
secuencia casi completa y corregida de las cepas seleccionadas.

8. Anélisis de secuencia
El alineamiento de las secuencias obtenidas se realiz6 en el programa BioEdit 7.0.2.
Las secuencias obtenidas se compararon con la base de datos en el sitio web del
Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (National Center for Biotechnology
Information, NCBI), utilizando el programa BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Los arboles filogenéticos basados en el gen 16S rRNA se reconstruyeron con
secuencias de cepas tipo, recuperadas del GeneBank. Las secuencias de referencia
se alinearon utilizando MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) Version X.

9. Variabilidad genética
De los aislamientos confirmados por secuenciacion, como pertenecientes al género
Methylobacterium (28 cepas) y los aislamientos que se caracterizaron parcialmente
al observar similaridad de bandeos con los patrones mostrados por las cepas
confirmadas como Methylobacterium (30 cepas) en el analisis ARDRA, fueron
seleccionados 30 aislados, a los cuales se les realiz6 la técnica de huellas genéticas
BOX-PCR. Se realizdé la amplificacion a 30 aislados seleccionados (23 cepas
confirmadas Methylobacterium y siete cepas probables Methylobacterium) con el
oligonucledtido BOX-A1R (5' CTACGGCAAGGCGACGCTGACG 3, IBT, UNAM). Las
reacciones de amplificacion se realizaron a un volumen de 8 pl, que contenian 71 uM
del oligonucleadtido individual BOX-A1R, 200 uM de cada dNTP’s, 67 mM de buffer,
2.5 U de Tag DNA polimerasa (Jena Bioscience GmbH, Jena, Alemania) y como
plantila 1 pl de ADN total. La reaccion se llevd a cabo con un ciclo de
desnaturalizacion a 95°C durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C durante 1
minuto, 52°C durante 1 minuto y 71°C durante 1 minuto, se afiadié una extension final
a 72°C durante 10 minutos. Los productos se separaron por electroforesis en geles
de agarosa 3% (p/v) y buffer 0.5X TBE (Trisborato-EDTA), durante 90 minutos a 80
V. Se realizaron amplificaciones en ensayos separados de cepas elegidas para
garantizar la reproducibilidad de los patrones. Las huellas genéticas se analizaron
visualmente comparando los bandeos obtenidos. Los patrones se consideraron
idénticos cuando todos los bandeos tenian la misma distancia de migracion aparente.
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Resultados y discusion de resultados

1. Aislamientos metilotréficos de la filosferay endosfera de Cylindropuntia
sp.

Inicialmente se aislaron 103 cepas presuntivas de la filosfera y endosfera de las
cactdceas muestreadas del género Cylindropuntia sp. Se aislaron bacterias en un
medio selectivo con metanol, que les permiti6é utilizarlo como su Unica fuente de
carbono. Al crecer posteriormente en medio rico GP, se demostré que las cepas
aisladas podian crecer tanto en metanol como en presencia de otros sustratos,
evidenciando su capacidad metilotrofa facultativa. No obstante, 10 de las cepas
presuntivas fueron excluidas del andlisis, al no continuar creciendo en los medios
empleados.

De las 93 cepas aisladas, el 63% de ellas producian un pigmento rosado, mientras
gue el otro 37% no lo presentaba. Las cepas rosadas (de diversas intensidades de
color e incluso tonos anaranjados) en medio MMS eran colonias pequefias de tamafio
variable, generalmente de menos de 3 mm de didmetro, circulares, con bordes,
consistencia y superficie variables. Las cepas sin pigmento rosado, presentaban
apariencia blanquecina-transparente, con colonias de menos de 3 mm de didmetro,
circulares, mucosas, brillantes (Figura 5).

UAP-1 UAP-15 UAP-19

UAP-38 UAP-60 UAP-95

Figura 5. Morfologia colonial en medio s6lido MMS de cepas aisladas de Cylindropuntia sp. Se observa la
coloracién rosa en las cepas UAP-1, UAP-15, UAP-19, UAP-38 y UAP-95; la cepa UAP-60 ejemplifica la
coloracién blanquecina observada en algunos aislamientos.

De forma general se obtuvieron 51 aislados epifitos y 42 aislados endoéfitos. En mayor
proporcion se obtuvieron aislamientos epifitos, a excepcion del morfotipo 2B y del
morfotipo 3, en los que se obtuvo un mayor aislamiento endoéfito, en el morfotipo 2A
se obtuvo similar nimero de aislamientos de la regién interna y externa de la planta
(Figura 6).
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Figura 6. Aislamientos epifitos y enddfitos por morfotipo de cactacea. En el muestreo inicial se observo un mayor
aislamiento de cepas epifitas (morfotipos 1 A, 1B, 1C y 4), en el morfotipo 2B y 3, se observa que el aislamiento
enddfito es mayor que el epifito, mientras que para el morfotipo 2A tanto el aislamiento epifito como endéfito es
similar. Para mas detalle de morfotipos Ver Figura 4.

Anteriormente se menciond la utilizacion de los cofactores Ca?* y Ce3* en el
crecimiento de los aislados. Estos fueron empleados en el aislamiento, ya que, la
enzima clasica (MDH-MxaFI) encargada de la degradacion del metanol emplea calcio
como cofactor, y la enzima alternativa (MDH-XoxF) un lantanido ligero. En la region
epifita se obtuvo un mayor nimero de aislamientos que habian crecido en cerio que
en calcio. Lo opuesto ocurrié en la region endofita, en la cual se registr6 un mayor
namero de aislamientos con el cofactor calcio (Figura 7).

24
22
20
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16
14
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10 M Calcio

m Cerio

NUmero de aislamientos

o N B~ OO

Epifito Endofito
Compartimento del cactus

Figura 7. Preferencia de los aislamientos por cofactor empleado. Se observa que la regién epifita muestra un
aislamiento mayor en compafiia del cofactor cerio, mientras que en la regién enddfita se obtuvo un mayor nimero
de aislamientos en compaiiia del cofactor calcio.
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2. Caracterizaciéon genética

Para disminuir el niumero de extracciones de ADN se intenté amplificar el gen 16S
rRNA de los 103 aislamientos iniciales por PCR en colonia (Figura 8). Se logro
amplificar 29 cepas (UAP-2, UAP-6, UAP-8, UAP-22, UAP-24, UAP-25, UAP-29,
UAP-31, UAP-37, UAP-38, UAP-40, UAP-42, UAP-47, UAP-48, UAP-51, UAP-55,
UAP-59, UAP-60, UAP-61, UAP-62, UAP-64, UAP-66, UAP-77, UAP-78, UAP-84,
UAP-89, UAP-90, UAP-94 y UAP-103), de las cuales, el 72% de cepas amplificadas
correspondian a cepas sin pigmento rosa, y que presentaban colonias blanquecinas.
Sin embargo, solo fueron utilizados los amplificados de 13 cepas (UAP-2, UAP-6,
UAP-8, UAP-47, UAP-51, UAP-60, UAP-61, UAP-62, UAP-64, UAP-66, UAP-77,
UAP-78 y UAP-94) debido a que algunos amplificados obtenidos por PCR en colonia
no permitian la obtencion de patrones ARDRA satisfactorios.

Los productos obtenidos por PCR en colonia (13 cepas) y por PCR convencional (80
cepas), se sometieron al analisis de fragmentos de restriccién de la amplificacion del
gen 16S rRNA (ARDRA), utilizando las enzimas de restriccion Cfol y Hinfl. Los
fragmentos obtenidos se analizaron comparando por inspeccion visual de los
patrones. Para la enzima de restriccion Cfol, los patrones obtenidos no permitieron la
diferenciacion de aislamientos, por lo que los patrones obtenidos con esta enzima no
fueron utilizados para agrupar cepas, se obtuvieron en su mayoria patrones menores
de 400 pb, a excepcion de los aislamientos UAP-40, UAP-29 y UAP-94 (Figura 9). Por
otro lado, la enzima de restriccion Hinfl, produjo patrones diferenciables que
permitieron agrupar los aislados en al menos 10 grupos (Figura 10), entre los cuales
también figuran cepas con patrones unicos, de las agrupaciones formadas se tom¢ al
Menos un representante y se envid a secuenciacion.
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Figura 8. Conjunto de resultados obtenidos por PCR en colonia del gen 16S rRNA. ® corresponde a 1400 pb,

* corresponde a la amplificacion del gen 16S rRNA, marcador 200 pb, Control positivo: ADN gendmico de cepa
caracterizada.
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Figura 9. Fragmentos de restriccién obtenidos a partir del uso de la enzima de restriccion Cfol en amplificados
16s rRNA. Se obtuvieron en su mayoria bandeos menores a 400 pb, exceptuando las cepas UAP-29, UAP-
40 y UAP-94 marcadas con una flecha roja. Los patrones obtenidos son similares entre si, a excepcion de
cepas donde su patron es mas diferenciable de las demas, como la cepa UAP-3, UAP-6, UAP-29, UAP-40y

UAP-94. ® corresponde a 400 pb.
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Figura 10. Andlisis de fragmentos de restriccion obtenidos a partir del uso de la enzima de restriccién Hinfl en
amplificados de 16S rRNA. Se observan los amplificados obtenidos con el uso de la enzima de restriccién Hinfl,
del lado derecho se encuentra el nombre del aislado, seguido entre paréntesis del género y en su caso especie
obtenido por secuenciacion. Del lado derecho del gel se visualiza la coloracién de la cepa, donde rosa
corresponde a cepas rosadas y amarillo para cepas blanquecinas. Del lado izquierdo de los geles se muestran
por colores las agrupaciones formadas, las flechas rojas indican un patrén anico, MM (marcador molecular 200
pb).
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Se realizé una primera ronda de secuenciacion del gen 16S rRNA con el
oligonucledtido directo UN27F en 40 aislamientos seleccionados previamente por su
patron ARDRA (Tabla 1). Al comparar las secuencias obtenidas en la base de datos
se obtuvo que 12 de las cepas enviadas no pertenecian al género Methylobacterium.
Los géneros de las 12 cepas no pertenecientes al género Methylobacterium fueron
identificadas como Sphingomonas sp. (UAP-2, UAP-6 y UAP-29), Aurantimonas sp.
(UAP-22 y UAP-60), Aureimonas sp. (UAP-31, UAP-37, UAP-48, UAP-56, UAP-74y
UAP-89) y Flavobacterium sp. (UAP-94). Las bacterias pertenecientes a los géneros
Sphingomonas sp., Aurantimonas sp., Aureimonas sp. y Flavobacterium sp. se
distribuyen ampliamente en la naturaleza. Sphingomonas sp. y Flavobacterium sp.
son reportados como colonizadores abundantes en la filosfera de Arabidopsis thaliana
(Innerebner et al, 2011; Bodenhausen et al., 2013). Aurantimonas sp. se reporta como
colonizador de filosfera y raices en plantas de soja (Anda et al, 2011). Mientras que
Aureimonas sp. recientemente se ha aislado como endofito de plantas medicinales
(Webster et al., 2020).

Al analizar las caracteristicas fenotipicas de las cepas no pertenecientes al género
Methylobacterium se revelo que 11 de ellas no presentaban pigmento rosado
observandose en medio minimo como colonias blanquecinas (UAP-2, UAP-6, UAP-
29, UAP-22, UAP-60, UAP-31, UAP-37, UAP-48, UAP-56, UAP-74 y UAP-89).
Ademas, al comparar sus patrones obtenidos en ARDRA con la enzima de restricciéon
Hinfl se observdé que los patrones de 11 de las cepas confirmadas como no
pertenecientes al género Methylobacterium compartian similaridad de patrones
ARDRA con otros 23 aislados que igualmente presentaban ausencia de pigmentacion
rosa. Por lo que, con los datos obtenidos con la secuenciacion y por comparacion de
los patrones obtenidos en el analisis de ARDRA, se eliminaron del analisis 34
aislamientos (UAP-2, UAP-6, UAP-22, UAP-29, UAP-31, UAP-37, UAP-42, UAP-46,
UAP-47, UAP-48, UAP-49, UAP-54, UAP-56, UAP-58, UAP-59, UAP-60, UAP-61,
UAP-62, UAP-63, UAP-64, UAP-66, UAP-74, UAP-77, UAP-78, UAP-81, UAP-84,
UAP-85, UAP-89, UAP-90, UAP-91, UAP-97, UAP-98, UAP-102 y UAP-103).

Por otro lado, la cepa UAP-94, confirmada como no perteneciente al género
Methylobacterium, al analizar sus caracteristicas fenotipicas se observdé que
presentaba pigmento rosa en medio minimo MMS. Ademas, su crecimiento en medio
rico GP se visualizé como colonias cafés, diferentes del resto de los aislamientos. Al
analizar sus patrones ARDRA para las dos enzimas empleadas (Hinfl y Cfol), se
observo que no compartia similaridad de patron ARDRA con ningun otro aislamiento.
Lo que se confirma y se relaciona con que fue el Unico aislamiento del género
Flavobacterium sp. obtenido. El aislamiento UAP-94 fue el Unico aislamiento no
perteneciente al género Methylobacterium que presentaba pigmentacion rosada. Se
reporta para este género la produccion de un carotenoide naranja-amarillo (Kolton et
al.,, 2016). Sin embargo, también se reporta que varias especies del género
Flavobacterium sp. pueden producir pigmentos de rosa a marrén dependiendo del
contenido del medio en el que se cultiven, lo que explicaria lo observado en su
aislamiento (Bernardet y Bowman, 2015).
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Las restantes 28 cepas de las 40 enviadas a secuenciar se confirmaron como
Methylobacterium sp., y fueron reenviadas para una segunda ronda de secuenciacion
con el oligonucleotido reverso UN1392R. Con las secuencias obtenidas se obtuvo
una secuencia consenso, que se revisO y corrigi6 con su correspondiente
electroferograma con el fin de corregir errores en la secuencia previamente obtenida.
Las secuencias 16S rRNA de los 28 aislados pertenecientes a Methylobacterium sp.
se depositaron en GeneBank con los siguientes niumeros de acceso: MW301159,
MW301160, MW301161, MW301162, MW301163, MW301164, MW301165,
MwW301166, MW301167, MW301168, MW301169, MW301170, MW301171,
MW301172, MW301173, MW301174, MW301175, MW301176, MW301177,
Mw301178, MWwW301179, MW301180, MW301182, MW301183, MW301181,
MW301184, MW301185 y MW301186 (Tabla 1).

Con los datos obtenidos de las dos secuenciaciones, se obtuvo una secuencia mas
completa, con la cual se obtuvo que las 28 cepas enviadas pertenecen a las especies
M. radiotolerans (UAP-3 y UAP-55), M. brachiatum (UAP-5), M. mesophilicum (UAP-
8, UAP-12, UAP-28, y UAP-45), M. pseudosasae (UAP-14, UAP-32 y UAP-68), M.
suomiense (UAP-20, UAP-76 y UAP-86), M. longum (UAP-2), M. oryzae (UAP-24,
UAP-33, UAP-53, y UAP-57), M. populi (UAP-30, UAP-73, UAP-83, UAP-88 y UAP-
92), M. thiocyanatum (UAP-25), M. zatmanii (UAP-26), M. goesingense (UAP-34), M.
aerolatum (UAP-38) y M. aquaticum (UAP-40), y se construy6 un arbol filogenético
usando Sphingomonas aeria como género externo (Figura 11). Los patrones ARDRA
de las 28 cepas confirmadas como Methylobacterium se compararon con los patrones
ARDRA obtenidos con la enzima de restriccion Hinfl de cepas no secuenciadas. Se
observé una similitud de patrones ARDRA entre los aislamientos confirmados
Methylobacterium y los no confirmados que presentaban el fenotipo de pigmento
rosado. Por lo que, 30 aislados se consideraron como probables Methylobacterium
(UAP-1, UAP-4, UAP-7, UAP-11, UAP-13, UAP-15, UAP-16, UAP-17, UAP-18, UAP-
19, UAP-21, UAP-27, UAP-36, UAP-41, UAP-43, UAP-50, UAP-51, UAP-52, UAP-65,
UAP-69, UAP-70, UAP-79, UAP-80, UAP-82, UAP-87, UAP-95, UAP-96, UAP-99,
UAP-100, UAP-101).

El género Methylobacterium caracteristicamente, es reconocido por producir un
carotenoide rosa, el cual, se sugiere sirve de proteccion frente a los rayos UV (Jacobs
et al., 2004; Yoshida et al., 2017). Sin embargo, dentro del género dos especies son
atipicamente no pigmentadas M. jeotgali y M. nodulans (Green y Ardley, 2018). Por
lo que en este estudio se decidi6é aislar cepas con pigmento rosa y sin él. Aunque
nuestros aislamientos revelan que no se obtuvieron cepas del género
Methylobacterium sin pigmento rosa caracteristico, el indicativo de pigmentacion rosa
no es siempre apropiado para representar a todo el género en la naturaleza, como
menciona Anda et al. en 2011. Sus aislamientos provenientes de tallo de soja
revelaron especies del género Methylobacterium no pigmentadas.

Los aislamientos pigmentados de este trabajo pueden estar relacionados con el
compartimento muestreado del cactus (filosfera y endosfera) y la necesidad del
género de protegerse de las duras condiciones solares a las que estan expuestos en
la superficie del cactus (Lindow y Brandl, 2003).
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Las 13 especies de Methylobacterium confirmadas obtenidas en este trabajo han sido
ampliamente reportadas como habitantes de la filosfera y endosfera de plantas en
numerosos trabajos. M. radiotolerans (de Andrade et al., 2018; Knief et al., 2010a;
Knief et al., 2008), M. brachiatum (Knief et al., 2010a), M. mesophilicum (Knief et al.,
2010a; Knief et al., 2008), M. pseudosasae (Madhaiyan y Poonguzhali, 2013), M.
suomiense (Raja et al., 2008), M. longum (Knief et al., 2012), M. oryzae (Knief et al.,
2008), M. populi (Raja et al., 2008), M. thiocyanatum (Raja et al., 2008; Knief et al.,
2008), M. zatmanii (Pattnaik et al., 2017), M. goesingense (Knief et al., 2008; Knief et
al., 2012), M. aerolatum (Tani et al., 2015) y M. aquaticum (Knief et al., 2012).

Entre las 13 especies confirmadas como Methylobacterium la especie con mayor
namero de aislamientos caracterizados como tal, fue la especie M. populi. Similar a
lo que reporta Raja et al. en el 2008 en la filosfera de algodén, maiz, girasol, soja y
planta de menta. En sus aislamientos M. populi resultd ser la especie dominante.
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Tabla 1. Caracterizacion genética de 40 aislamientos de filosfera y endosfera de Cylindropuntia sp.

Aislado Género y/o especie Numero de acceso NCBI Porcentaje de

(basados en gen 16S identidad
rRNA)
UAP-2 Sphingomonas sp. Sin nimero de acceso 98%
UAP-3 M. radiotolerans MW301159 99%
UAP-5 M. brachiatum MW301160 84%
UAP-6 Sphingomonas sp. Sin nimero de acceso 96%
UAP-8 M. mesophillicum MW301161 98%
UAP-12 M. mesophillicum MW301162 95%
UAP-14 M. pseudosasae MW301163 87%
UAP-20 M. suomiense MW301164 98%
UAP-22 Aurantimonas sp. Sin numero de acceso 98%
UAP-23 M. longum MW301165 98%
UAP-24 M. oryzae MW301166 98%
UAP-25 M. thiocyanatum MW301167 98%
UAP-26 M. zatmanii MW301168 97%
UAP-28 M. mesophillicum MW301169 97%
UAP-30 M. populi MW301170 95%
UAP-31 Aureimonas sp. Sin nimero de acceso 90%
UAP-32 M. pseudosasae MW301171 98%
UAP-33 M. oryzae MW301172 97%
UAP-34 M. goesingense MW301173 98%
UAP-37 Aureimonas sp. Sin nimero de acceso 96%
UAP-38 M. aerolatum MW301174 92%
UAP-40 M. aquaticum MW301175 95%
UAP-45 M. mesophillicum MW301176 98%
UAP-48 Aureimonas sp. Sin nimero de acceso 92%
UAP-53 M. oryzae MW301177 84%
UAP-55 M. radiotolerans MW301178 89%
UAP-56 Aureimonas sp. Sin nimero de acceso 92%
UAP-57 M. oryzae MW301179 97%
UAP-60 Aurantimonas sp. Sin nimero de acceso 99%
UAP-68 M. pseudosasae MW301180 97%
UAP-73 M. populi MW301182 99%
UAP-74 Aureimonas sp. Sin nimero de acceso 95%
UAP-76 M. suomiense MW301183 94%
UAP-83 M. populi MW301181 98%
UAP-86 M. suomiense MW301184 95%
UAP-88 M. populi MW301185 95%
UAP-89 Aurantimonas sp. Sin nimero de acceso 96%
UAP-92 M. populi MW301186 96%
UAP-94 Flavobacterium sp. Sin nimero de acceso 90%



3

NR 1082371 Methylobacterium pseudosasicola strain BL36 165 ribosomal RNA partial sequence

EU912444 1 Methylobacterium phyllostachyos strain BL47 16S ribosomal RNA gene partial sequence
NR 117045.1 Methylobacterium longum strain 440 16S ribosomal RNA partial sequence
EF126746.2 Methylobacterium phyllosphaerae strain CBMB27 165 ribosomal RNA gene partial sequence

— GU294332.1 Methylobacterium oryzae strain 1021b 16S ribosomal RNA gene partial sequence

& . UAP24

& LNR 112232.1 Methylobacterium fujisawaense strain DSM 5686 16S ribosomal RNA partial sequence
KX622800.1 Methylobacterium radiotolerans strain PPFM28 165 ribosomal RNA gene partial sequence

10|~ ABG98674.1 Methylobacterium tardum gene for 16S ribosomal RNA partial sequence strain: z27c
40
90

NR 041440.1 Methylobacterium gregans strain 002-074 16S ribosomal RNA partial sequence

100 — ABB98679.1 Methylobacterium hispanicum gene for 165 ribosomal RNA partial sequence strain: 92a
NR 116545.1 Methylobacterium dankookense strain SW08-7 16S ribosomal RNA partial sequence
AB698735 1 Methylobacterium komagatae gene for 163 ribosomal RNA partial sequence strain: z4d
NR 0414421 Methylobacterium persicinum strain 002-165 165 ribosomal RNA partial sequence
ABB98711.1 Methylobacterium aerolatum gene for 165 ribosomal RNA partial sequence strain: 86a
NR 108319.1 Methylobacterium bullatum strain F3.2 16S ribosomal RNA partial sequence
ABG98714. 1 Methylobacterium marchantiae gene for 16S ribosemal RNA partial sequence strain: z30e
NR 043878.1 Methylobacterium jeotgali strain S2R03-9 165 ribosomal RNA partial sequence
NR 1171181 Methylobacterium cerastii strain C15 16S ribosomal RNA partial sequence
FR847848.1 Methylobacterium trifolii partial 18S rRNA gene type strain TA73T
AB703239.1 Methylobacterium brachythecii gene for 165 rRNA partial sequence strain: 99b
NR 113361.1 Methylobacterium gnaphalii strain 23e 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 114325.1 Methylobacterium haplocladii strain 87e 16S ribosomal RNA partial sequence
FR847847 1 Methylobacterium thuringiense partial 165 rRNA gene type strain C34T
HIM589050.1 Methylobacterium organophilum strain CZ-2 16S ribosomal RNA gene partial sequence
EF015478.1 Methylobacterium salsuginis strain MR 16S ribosomal RNA gene complete sequence
AB175644.1 Methylobacterium rhodinum gene for 165 ribosomal RNA partial sequence strainDSM 2163
KR0213588.1 Methylobacterium aminovorans strain OTU-a41 16S ribosomal RNA gene partial sequence

AB175645.1 Methylobacterium suomiense gene for 165 ribosomal RMA partial sequence strain:NCIMB 13778

UAP
2 {‘— AY468364 1 Methylobacterium podarium strain FM3 165 ribosomal RNA gene complete sequence

q U58018.1 Methylobacterium thiccyanatum 16S ribosomal RNA gene complete sequence
KY882108.1 Methylobacterium populi strain ICGV-1 16S ribosomal RNA gene partial sequence
- AB175643.1 Methylobacterium rhodesianum gene for 163 ribosomal RNA partial sequence strain-NCIMB 12249

EU912442 1 Methylobacterium pseudosasae strain BL44 16S ribosomal RNA gene partial sequence

(5U294335.1 Methylobacterium zatmanii strain 6012 16S ribosomal RNA gene partial sequence

AF198624.1 Methylobacterium chloromethanicum CM4 165 ribosomal RNA gene partial sequence
AF267912.1 Methylobacterium extorquens 16S ribosomal RNA gene partial sequence

100 AB302929.1 Methylobacterium isbiliense gene for 16S rRNA partial sequence strain: DSM 17168
JNE85307.1 Methylobacterium nodulans strain WSM2667 16S ribosomal RNA gene partial sequence
NR 1126771 Methylobacterium variabile strain DSM 16961 163 ribosomal RNA partial sequence

NR 109649.1 Methylobacterium tarhaniae strain N4211 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 135210.1 Methylobacterium indicum strain SE2.11 18S ribosomal RNA partial sequence
93 LC025994.1 Methylobacterium platani gene for 16S ribosomal RNA partial sequence strain: KB7
ABB07860 2 Methylobacterium oxalidis gene for 165 ribosomal RNA partial sequence
NR 116473.1 Methylobacterium soli strain YIM 48816 16S ribosomal RNA partial sequence
NR 044129 1 Methylobacterium iners strain 53175-33 163 ribosomal RNA partial sequence

NR 115219.1 Methylobacterium goesingense strain iElI3 16S ribosomal RNA partial sequence

NR 125492 1 Methylobacterium adhaesivum strain AR27 16S ribosomal RNA partial sequence

LC025984.1 Methylobacterium gossipiicola gene for 16S ribosomal RNA partial sequence strain: JoF2

KJ572399 1 Sphingomonas aeria strain R1-3 163 ribosomal RNA gene partial sequence

0.020

Figura 11. Arbol filogenético basado en las secuencias del gen 16S rRNA de 28 aislados.
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3. Analisis de huellas genémicas BOX-PCR

Para obtener una visiobn general de la diversidad genomica de los aislados se
utilizaron los perfiles BOX-PCR. Treinta aislados seleccionados (23 cepas
confirmadas Methylobacterium y 7 cepas probables Methylobacterium) fueron
sometidos a la técnica de huellas gendmicas donde se obtuvieron perfiles complejos
o de multiples bandas de diversas intensidades que permitieron comparar perfiles
(Figura 12). Se comprob6 que los patrones obtenidos fueran reproducibles repitiendo
la técnica en aislamientos seleccionados. Se observd diversidad gendmica en
consecuencia de una baja similitud en la mayoria de los aislamientos. Del morfotipo
1 (A, By C) no se obtuvieron aislamientos endofitos de Methylobacterium, no se
observo similitud en los patrones obtenidos, incluso en cepas caracterizadas de la
misma especie por el gen 16S rRNA, como UAP-33 y UAP-57 (M. oryzae). En el
morfotipo 2 (A y B) se obtuvieron aislamientos epifitos y enddfitos y se obtuvo
similaridad en el patrén obtenido de las cepas endéfitas UAP-76 y UAP-86,
caracterizadas por secuencia como M. suomiense. El morfotipo 3 presentdé un mayor
numero de aislamientos enddfitos y se obtuvieron diferentes patrones asociados con
diferentes especies de Methylobacterium, incluyendo cepas pertenecientes a la
misma especie, UAP-20 y UAP-30 (M. populi). Las cepas UAP-17, UAP-18 y UAP-19
fueron las Unicas que mostraron patrones iguales en este morfotipo (Figura 12).
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UAP-5 (Methylobacterium brachiatum)
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UAP-33 (Methylobacterium oryzae)
UAP-34 (Methylobacterium goesingense)

UAP-38 (Methylobacterium aerolatum)
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MM
UAP-45 (Methylobacterium mesophilicum)

MM

. UAP-55 (Methylobacterium radiotolerans)
Morfotipo 1 C —
UAP-57 (Methylobacterium oryzae)
MM

H UAP-68 (Methylobacterium pseudosasae
Morfotipo 2 A __| (hbetras P /

UAP-76 (Methylobacterium suomiense)

MM

Morfotipo 2 B

UAP-83 (Methylobacterium populi)
UAP-86 (Methylobacterium suomiense)
MM

UAP-14 (Methylobacterium pseudosasae)
UAP-20 (Methylobacterium populi)
UAP-23 (Methylobacterium longum)
UAP-24 (Methylobacterium oryzae)

MM

UAP-26 (Methylobacterium zatmanii)
UAP-32 (Methylobacterium pseudosasae)
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UAP-17
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UAP-25 (Methylobacterium thiocyanatum)
UAP-30 (Methylobacterium populi)

MM

Figura 12. Andlisis BOX-PCR de 30 aislados de Cylindropuntia sp. Se observan los patrones obtenidos de tres
morfotipos. Del lado derecho se encuentra el nombre de la cepa, seguido del género y especie obtenidos por
secuenciacion del gen 16S rRNA. Del lado izquierdo se encuentra el morfotipo del cual fueron aislados y a su
vez se encuentra una cinta de color que indica la procedencia del aislado en la planta, el color verde indica
aislamiento epifito, mientras que el color café indica aislamiento enddéfito. (MM, Marcador molecular 200 pb)
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4. Methylobacterium sp. asociado a Cylindropuntia sp.

Nuestro trabajo es el primero en estudiar las comunidades bacterianas del género
Methylobacterium asociadas a cactus del género Cylindropuntia. Estudios previos han
analizado el impacto de las especies de plantas en la formacion de las comunidades
de Methylobacterium. Se han observado diferencias significativas en tamafio y
variabilidad de la poblacion de Methylobacterium en especies de plantas diferentes
como trigo de invierno (Triticum aestivum) y trébol rojo (Trifolium pratense) (Omer et
al, 2004). En 2008, se demostro que la filosfera de algoddn, maiz, girasol, soja y
menta albergan comunidades diferentes de bacterias del género Methylobacterium
(Raja et al., 2008). Asi mismo, los trabajos de Knief et al., en 2010b muestran que las
especies de plantas son determinantes importantes en la conformaciéon de
comunidades de Methylobacterium en Arabidopsis thaliana y Medicago truncatula. Su
analisis comparativo demostré que en cierta medida la conformacion de las
comunidades de Methylobacterium son especificas en ciertas especies vegetales.
Ademas, se menciona que muy probablemente estas diferencias en cuanto a la
estructura de la comunidad bacteriana se encuentren asociadas a diferencias en la
fisiologia y arquitectura de la planta, que modificarian la liberacion de nutrientes o
disponibilidad de nichos (Knief et al, 2010b). De acuerdo con lo anterior, se esperaria
qgque plantas con rasgos fisiologicos y morfolégicos semejantes contengan
comunidades bacterianas similares entre si (Knief et al, 2010b).

Otros autores ademas mencionan que la diversidad de las comunidades de
Methylobacterium asociadas a plantas no solo se encuentra impulsada por la planta
huésped, sino también por el comportamiento generalista de algunas cepas del
género Methylobacterium que pueden colonizar varios huéspedes, lo que
posteriormente conduciria a una asociacion especifica de nicho (Dourado et al.,
2012).

Las plantas utilizadas en este estudio comparten el pertenecer al género
Cylindropuntia sp. Por lo que se esperarian comunidades bacterianas similares. Sin
embargo, en nuestro estudio se obtuvieron claras diferencias de las comunidades de
Methylobacterium asociadas a Cylindropuntia sp. Los aislamientos obtenidos
muestran que las plantas poseen diferencias que se reflejan en las comunidades
obtenidas de sus compartimentos. En el morfotipo 1 (A, B y C) solo se aislaron cepas
epifitas. Del morfotipo 2 (A y B) se aislaron cepas tanto epifitas como endofitas,
predominando el nimero de los aislamientos epifitos. El morfotipo 3 mostré un
elevado numero de aislamientos endoéfitos y del morfotipo 4 solo se obtuvieron cepas
epifitas (Figura 13).
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Methylobacterium sp. aislados

Figura 13. Aislamientos epifitos y endofitos de Methylobacterium sp. confirmados y presuntivos aislados de
Cylindropuntia sp., organizados por morfotipo.

Sy et al., en 2005 menciona que Methylobacterium puede presentar diversos grados
de asociacion con plantas. La asociacion planta-Methylobacterium puede variar de
muy fuerte en casos simbidticos, semi-fuerte en casos de asociacion endofitica a
flojos en asociaciones epifitas. Lo anterior es descrito en otros trabajos como la via
piramidal de colonizacion de plantas y ademas sugiere una disminucion de diversidad
microbiana a través de tejidos vegetales dependiendo del nivel de interaccion entre la
bacteria y la planta. Por lo que la superficie de la planta contiene la mayor abundancia
de bacterias del género Methylobacterium (de Andrade et al., 2018).

Al analizar de manera global los aislamientos obtenidos se puede notar que se obtuvo
un mayor numero de aislamientos epifitos (39) en contraste con los aislamientos
enddfitos globales (19) (Figura 13). Lo cual, resulta similar a lo obtenido en otros
trabajos donde observaron igualmente mayor abundancia de cepas en la superficie
de las plantas en comparacion con las cepas que colonizaron los tejidos internos (de
Andrade et al., 2018). Se sugiere entonces, que existen presiones selectivas por parte
de la planta, seleccionando bacterias con caracteristicas y rasgos clave que les
permitan sobrevivir en los tejidos internos (Walitang et al., 2017). Con respecto a lo
anterior, el morfotipo 3 se sale del criterio mencionado anteriormente, ya que se
encontré un mayor numero de bacterias internas. Sin embargo, también es importante
mencionar que las asociaciones no son estaticas y que especies pueden fluctuar entre
la filosfera y la endosfera de las plantas (Kuklinsky-Sobral et al., 2004).

La secuenciacion del gen 16S rRNA nos permitio la identificacion a nivel de especie
de 28 cepas de Methylobacterium. Las cuales se encontraron englobadas en 13
especies (M. radiotolerans, M. brachiatum, M. mesophilicum, M. pseudosasae, M.
suomiense, M. longum, M. oryzae, M. populi, M. thiocyanatum, M. zatmanii, M.
goesingense, M. aerolatum y M. aquaticum). Las especies obtenidas se organizaron
para obtener una vision general de su distribucién en los morfotipos y compartimentos
muestreados (Tabla 2). El analisis representa el 48% de los aislamientos obtenidos
de Methylobacterium. El restante 52% de aislamientos que corresponde a los 30
aislamientos caracterizados como probables Methylobacterium no cuenta con una
caracterizacion a nivel de especie. Los patrones ARDRA obtenidos del gen 16S rRNA
de no permiten la diferenciacion a nivel de especie por comparacion de patrones
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ARDRA para los 30 aislamientos caracterizados como probables Methylobacterium.
En la Tabla 2 se muestra la distribucion de los 28 aislamientos secuenciados con el
gen 16S rRNA. Entre paréntesis se encuentra el numero de veces que se encontrd
repetida la especie obtenida. Se muestra su distribucion en los morfotipos y
compartimentos muestreados de la planta (filosfera y endosfera). Se agregd ademas
en letras rojas las restantes cepas no caracterizadas con secuenciacion del gen 16S
pero que, si son probables Methylobacterium, de la cuales no se cuenta con su
especie caracterizada. Al realizar el analisis de la Tabla 2 se puede observar que el
morfotipo 3 presenta mayor nimero de especies de Methylobacterium diferentes. Si
observamos las cepas obtenidas para el morfotipo 1A, 1B y 1C, notamos que
comparten ciertas cepas en comun, como M. radiotolerans, M. mesophilicum y M.
oryzae, mientras que otras cepas no se repiten, como M. aquaticum y M. aerolatum
(en el morfotipo 1B). Lo anterior igualmente ocurre para el morfotipo 2, donde ambas
plantas pertenecientes a este morfotipo (2A y 2B) comparten las especies M. populi y
M. suomiense, mientras que M. pseudosasae solo aparece en una planta del
morfotipo 2.

Nuestros resultados se relacionan con lo obtenido en trabajos previos, mencionados
anteriormente, donde se observé que la diversidad de Methylobacterium depende de
la especie de planta colonizada (Knief et al., 2008; Raja et al., 2008). Ciertas bacterias
son compartidas en plantas con caracteristicas similares, las comunidades
bacterianas obtenidas se vieron asociadas a determinado morfotipo o especie de
Cylindropuntia sp. Los resultados ademas muestran la capacidad de otras especies
de Methylobacterium para colonizar varios huéspedes. A pesar de que no se obtuvo
una cepa capaz de colonizar todos los morfotipos analizados M. populi fue aislada de
dos morfotipos diferentes, similar a lo obtenido por Dourado et al., en 2012, donde
sus resultados muestran la capacidad de ciertas especies para colonizar varias
plantas. Dourado et al., ademas de mencionar que las asociaciones entre bacterias y
plantas pueden ser especificas no descarta la presencia de eventos aleatorios que
lleven a la conformacién observada de las comunidades bacterianas analizadas.
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Tabla 2. Aislamientos caracterizados por secuenciacion del gen 16S rRNA, agrupados por morfotipo y compartimento aislado.

Morfotipo 1 Morfotipo 2 Morfotipo 3
A B C A B
M. radiotolerans (1) M. radiotolerans (1)
& M. brachiatum (1)
EE M. mesophilicum (2) M. mesophilicum (1)
o
$ M. oryzae (1) M. oryzae (2)
9 M. goesingense (1)
c M. aerolatum (1)
Q M. aquaticum (1)
E M. populi (1) M. pseudosasae (1)
w0 (UAP-1, UAP-4, (UAP-36, UAP-41, | (UAP-50, UAP-51, | (UAP-65, UAP-69, (UAP-79, UAP-80,
;-f UAP-7, UAP-11, UAP-43) UAP-52) UAP-70) UAP-82)

UAP-13)

M. pseudosasae (1) M. pseudosasae (2)
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T i ermay
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Conclusiones
e Las comunidades bacterianas del género Methylobacterium establecen
asociaciones epifitas y endéfitas, con las cactaceas del género Cylindropuntia.
e Los aislamientos de Methylobacterium muestran posible asociacion especifica
con especies del género Cylindropuntia.
e Los aislamientos del género Methylobacterium asociados a Cylindropuntia son
genéticamente diversos.

Perspectivas

e Ampliar el nUmero de muestreos de cactus del género Cylindropuntia.

e Comparar las comunidades de Methylobacterium de diferentes regiones
geograficas donde se localicen cactus del género Cylindropuntia.

e Analizar el efecto de las estaciones secas y lluviosas en el ensamblaje de las
comunidades bacterianas del género Methylobacterium asociadas a cactus del
género Cylindropuntia.

e Complementar el analisis de diversidad génica usando otros perfiles de huellas
génicas, como REP-PCR o ERIC-PCR.

e Implementar analisis de resultados de huellas génicas con software
especializado.
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Anexos

Anexo 1

Revision taxondmica
Cylindropuntia (Engelm.) F.M.Knuth

Arbustivas o arborescentes. Raices fibrosas. Tallos ascendentes o erectos,
monomorfos, articulados, cilindricos o a veces clavados, con crecimiento indefinido,
glabros, podarios presentes. Hojas pequefas, conicas, vestigiales en tallos jovenes,
pronto deciduas, aréolas con gléquidas, a veces deciduas, espinas presentes o
ausentes, generalmente rigidas, con una vaina o cubierta epidérmica papiracea y
exfoliante. Flores 1.0-6.0 cm largo, solitarias, ocasionalmente agrupadas,
subterminales o terminales; pericarpelo generalmente con podarios, aréolas con
gléquidas abundantes, tubo receptacular corto, perianto rotado, tépalos verde-
amarillentos a rojos o purpura; estambres menores o iguales que los tépalos, a veces
sensitivos; estilo mas largo que los estambres, cilindrico. Frutos globosos a
claviformes, umbilicados, verdes, amarillos a rojos, aréolas con gloquidas, pulpa
jugosa o0 seca, blanca a purpura, a veces estériles y prolificos; semillas discoides a

esferoidales, arilo anular, testa dura, blanquecinas. (Medina, 2016, pp 187)
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Anexo 2. Medio minimo Metanol-Sales Minerales (MMS)

Medio MMS (Methanol Mineral Salts)

Reactivos Gramosl/litro
KoHPO,4 1.2g
KH2PO4 0.62g
CaClz*6H20 0.05¢g
MgSQ4+7H20 0.20g
NacCl 0.10g
FeCls 1.0 mg
(NH4)2S04 0.16 g
CuS04+5H.0 5 ug
MnSO4+5H,0 10 pg
Na:MoO4*H-0O 10 ug
H3:BOs3 10 pg
ZnS04°7H,0 70 ug
CoClz*6H20 5 ug
Cofactor

CaClz*2H20 30 uM
CeCl3*7H20 30 uM
Agar bacterioldgico 13 ¢
Metanol 5ml
pH 7

Anexo 3. Medio de cultivo Glicerol-Peptona (GP)

Medio GP (Glicerol-peptona)

Reactivos Gramosl/litro
Glicerol 10g
Peptona de caseina 109

Agar bacteriolégico 13 g

pH 7
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Anexo 4. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de las cepas aisladas se realizé con dos kits diferentes:

A. Extraction DNA Kit, Jena Bioscience (Gramnegative bacteria).

Para la lisis bacteriana, los aislados se centrifugaron por 1 minuto, se desecho el
sobrenadante y al botdn se le agregaron 300 pul de Lysis Buffery 2 pl de RNasa A, se
agito vigorosamente y se afiadieron 8 pl de Proteinase K. La mezcla se incub6 a 60°C
por 10 minutos, se le afiadieron 300 ul de Binding Buffer y se coloco en hielo 5
minutos, después de los cuales se volvié a centrifugar por 5 minutos.

Para la activacion de la columna, se colocaron 100 pl de Activation Buffer y se
centrifugo a 10 000 g por 30 segundos, tirando el sobrenadante para continuar con la
carga de la columna, a la cual se le colocaron 700 pl del lisado obtenido anteriormente
y se centrifugo nuevamente por 1 minuto, desechando el sobrenadante.

Para el primer lavado se afiadieron 500 pl de Washing buffer en la columna se
centrifugo por 30 segundos y se desecho el sobrenadante. Para el lavado secundario
se repitidé lo mismo que se realizd en el primer lavado afiadiendo una ronda extra de
centrifugado por 1 minuto.

El paso final, la elucién del ADN, se realizé colocando un tubo limpio debajo de la
columna, se afadieron 30 pl de Elution Buffer, se incub6 a temperatura ambiente 2
minutos y finalmente se centrifugd por 2 minutos.

B. Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Gramnegative bacteria)

Partiendo de la pastilla obtenida por centrifugacion, la lisis de las células se llevo a
cabo afiadiendo 600 pl de Nuclei Lysis Solution, se incubo 5 minutos a 80°C, se
afiadio 3 pl de RNasa y finalmente se incubo nuevamente 30 minutos a 37°C.

Para la precipitacion de proteinas se afiadieron 200 ul de Protein precipitation
solution, se incub6 en hielo por 5 minutos y se centrifugé a 13 000 g por 3 minutos. El
sobrenadante obtenido se transfirid a un tubo limpio y se le afiadieron 600 pl de
isopropanol, se centrifugd y se decanto el sobrenadante. Se afadieron 600 pl de
etanol al 70%, se centrifugé nuevamente y se aspiré el etanol con cuidado para dejar
secar la pastilla a 37°C. La pastilla final se rehidrato en 50 pl de Rehydration solution
por 1 hora a 65°C.
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Anexo 5. Purificacién de PCR

Para la purificacion de las amplificaciones obtenidas por PCR del gen 16S rRNA, se
utilizé el Purification PCR kit de Jena Bioscience. El fragmento obtenido al ser menor
a 5 kpb se le agregaron 5 volumenes de Binding Buffer y se mezclo. Se realizé una
activacion de columnas agregando 100 pl de Activation Buffer, centrifugandolo 30
segundos y desechando el sobrenadante. Se afadié la muestra en la columna (300
pl aproximadamente) y se centrifugd. Se agregaron 700 ul de Washing Buffer a la
columna, centrifugandola por 30 segundos. El lavado secundario consistié en agregar
500 pl de Washing Buffer centrifugandolo 2 minutos, al finalizar se colocé un tubo
nuevo debajo de la columna y se agregaron 30 pul de Elution Buffer, se incubé por 1
minuto a temperatura ambiente y finalmente se centrifug6é 1 minuto.
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