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Resumen

Las bacterias son esenciales en biotecnologia debido a su diversidad metabdlica y adaptabilidad. Estas
bacterias pueden producir metabolitos Utiles en diversas areas, el género Bacillus es notable por sus
caracteristicas explotables en el &rea biotecnolégica, incluyendo la producciéon de proteinas insecticidas y
proteinas antimicrobianas. Este trabajo explora el aislamiento e identificacion de bacterias del género Bacillus
en muestras recolectadas en El Copal, se procesaron muestras de diferentes fuentes, tras el aislamiento, las
bacterias se identificaron utilizando tincion de Gram, prueba de catalasa y amplificacién del ADN ribosomal
16S por PCR. Los resultados mostraron que las muestras de musgo, tierra, telarafia y heno tuvieron la mayor
diversidad bacteriana. Se aislaron un total de 23 bacterias diferentes morfolégicamente, 15 fueron bacilos
Gram positivos, de estos se seleccionaron diez que se identificaron molecularmente como: Bacillus sp.,
Bacillus toyonensis, Bacillus aryabhattai, Peribacillus simplex, Bacillus wiedmannii, Bacillus proteolyticus,
Bacillus mobilis y Bacillus amyloliquefaciens. Este estudio resalta la importancia de explorar ambientes
diversos para descubrir bacterias con potencial en biotecnologia. Las muestras de origen apicola produjeron
menos diversidad, pero algunas colonias mostraron potencial antimicrobiano, que se evalué mediante el
método de difusion de pozos.
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Introduccién

Las bacterias son organismos unicelulares que desempefian un papel fundamental en muchos procesos
bioldgicos y tecnolégicos debido a su diversidad metabdlica y a su capacidad de adaptarse a diferentes
ambientes. En el campo de la biotecnologia, la busqueda de bacterias con metabolitos de interés se ha
convertido en un enfoque crucial para el avance cientifico. Este proceso implica la identificacion y
caracterizacion de cepas bacterianas capaces de sintetizar compuestos que pueden ser utilizados para
mejorar cultivos, combatir enfermedades, degradar contaminantes ambientales o producir biocombustibles.
La exploracion de ambientes diversos y extremos, como suelos agricolas, ambientes marinos, desiertos y
fuentes termales, ha permitido descubrir bacterias con capacidades metabdlicas Unicas, ampliando asi el
repertorio de herramientas biotecnoldgicas disponibles [1].

En este contexto, se destaca el género Bacillus el cual consta de més de 336 especies que se pueden dividir
en diferentes grupos segun su similitud genética, siendo los mas notables el grupo relacionado con la
obtencién de compuestos de interés biotecnoldgico como lo son Bacillus cereus y Bacillus thuringiensis, ahora
bien, este tipo de bacterias gram positivas se caracteriza por la capacidad para producir esporas resistentes
al calor, ademas de que generan proteinas insecticidas, como por ejemplo la formacion de cristales
parasporales de Bacillus thuringiensis, los cuales son responsables de ocasionar un efecto insecticida cuando
son ingeridas por larvas de insectos de diferentes 6rdenes, como lepiddptera, ofreciendo una alternativa
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sostenible y menos perjudicial que los pesticidas quimicos [2,3]. Por otro lado, algunas cepas también son
productoras de otras proteinas de interés, como las quitinasas, las cuales son enzimas que degradan la
quitina por lo que muestran un efecto inhibidor contra patégenos de origen fungico en plantas ya que son las
encargadas de hidrolizar los enlaces glicosidicos presentes en la pared celular del hongo y por Ultimo las
bacteriocinas, que son proteinas antimicrobianas que inhiben el crecimiento de bacterias patégenas, y se
utilizan en la conservacién de alimentos y en la produccion de probiéticos [3,4].

La identificacion de bacterias con potencial biotecnolégico se realiza mediante dos enfoques principales: las
pruebas bioquimicas y la identificaciébn molecular. Las pruebas bioquimicas, como la fermentacion de
azucares, la produccién de enzimas especificas y la resistencia a ciertos antibiéticos, permiten determinar las
caracteristicas fenotipicas de las bacterias, identificando las mas comunes en un entorno dado [4]. Sin
embargo, para una identificacion mas precisa se realiza la secuenciacién del ADN 16S ribosomal, es una
herramienta poderosa para identificar a nivel de género e incluso especie [5].

En este articulo, se explorara la importancia de las bacterias en la biotecnologia mediante el aislamiento e
identificacion de diversas muestras del Copal, con un énfasis particular en el género Bacillus y sus
metabolitos.

Materiales y método
Toma de muestra, cultivo y aislamiento

Las muestras para este estudio se tomaron en la localidad El Copal. Se recolectaron y procesaron muestras
de: resina de nopal (RN), resina de nopal camino rally (RNR), musgo (Mu), nopal seco (NS), tierra (Ti),
telarafia (Te), capullo seco (CS), heno (He), miel (Mi), miel 2 (Mi2), miel y cera de abeja (MC), cera tapa (CT),
diarrea tapa abajo (Di), larvas (La), chapulin (Cha) y abejas (Ab), abeja y larva (AL).

Cada muestra se deposit6 en tubos conicos de 50 mL y se sometié a un lavado riguroso con 25 mL de agua
estéril. Posteriormente, se centrifugaron a 6000 rpm durante 3 minutos, del sobrenadante se tomd una
muestra de 1mL que se someti6 a calentamiento a 65°C por 10 min para eliminar células vegetativas.A
continuacion, 100 pL del sobrenadante tratado con calor se sembraron en cajas Petri con medio TSA (Triptona
Soya Agar) y se incubaron a 30°C durante 24 horas para permitir el crecimiento bacteriano proveniente de
esporas. De forma paralela, se prepararon cultivos liquidos en caldo TSB (Triptona Soya Broth) se tomaron
20 uL de cada muestra y se inocularon en 5 mL de medio de cultivo. Estos cultivos liquidos se incubaron a
28°C durante 18 horas a 200 rpm para favorecer el desarrollo bacteriano en suspension. Transcurrido el
periodo de incubacion, se comparo el crecimiento bacteriano observado en los cultivos en agar y en caldo.

Para las muestras de origen apicola (Mi, Mc, CT, Di, La, TAN, Cha, Mi2, Ab y AL), se realiz6 un cultivo
adicional en caldo y agar BHI (Brain Heart Infusion Agar) adicionando 1 mg/L de tiamina, considerando que
este medio es mas rico en nutrientes y podria favorecer el crecimiento de una mayor diversidad de bacterias.
Estos cultivos en BHI se incubaron bajo las mismas condiciones de temperatura y tiempo que los cultivos en
TSAy TSB.

Una vez finalizada la incubacién, se revisaron los cultivos en agar para identificar morfolégicamente las
colonias bacterianas presentes en cada caja Petri. Cada colonia identificada se aislé en una nueva caja Petri
con el medio de cultivo original (TSA o BHI) para obtener un cultivo puro. Las colonias aisladas se incubaron
nuevamente a 30°C durante 24 horas, y en algunos casos, se requirié un periodo de incubacion adicional de
48 horas para que las colonias alcanzaran un tamafio suficiente para su andlisis.

Identificacion de bacterias por tincién de Gram

Una vez que las colonias aisladas mostraron un crecimiento adecuado, se realizaron cultivos liquidos en TSB
o BHI, segun el medio de cultivo original de la colonia. Se realizé la tincion de Gram, técnica esencial para
clasificar las bacterias en Gram positivas 0 Gram negativas. Para ello, se prepar6 un frotis de cada muestra
en un portaobjetos, luego se fijé el frotis con la ayuda de un mechero y se agreg6 el colorante cristal violeta
sobre la muestra fijada y se deja reposar durante un minuto. Después de un minuto, el portaobjetos se enjuaga
con agua y se agrega la solucion de lugol, se deja por un minuto, se agrega alcohol-acetona por quince
segundos y safranina por un minuto. Finalmente, los frotis tefiidos se observaron bajo el microscopio con el
objetivo 100X.

Pruebas de catalasa
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Se realizdé una prueba de catalasa [6] a las bacterias que resultaron ser bacilos Gram positivos; en un
portaobjetos se colocaron 50 pL de peréxido de hidrégeno y encima se afiadieron 50 uL de un precultivo de
24 horas de cada una de las diferentes muestras, la presencia de burbujeo indica que la prueba es positiva.

Obtenciéon de DNA gendmico

Se colocaron 1.5 mL de precultivo liquido de las diferentes bacterias en los microtubos, se centrifugaron
durante 1 minuto a 10000 rpm, se decant6 el sobrenadante y las células se lavaron con 1 mL de TE 20/50,
se resuspendieron con ayuda de un vortex y se centrifugaron a 13000 rpm durante 5 minutos, posteriormente
se elimind el sobrenadante y a cada boton lavado se le adicion6 1 mL de acetona fria, se resuspendié
nuevamente en vortex, los tubos se incubaron 5 minutos en hielo y se centrifugaron por 4 min a 13000 rpm,
se elimind el sobrenadante y los tubos se dejaron secar destapados a 37°C por 10 minutos. El botén se
resuspendié con 500 uL de TE 20/50 y 10 uL de lisozima (50 mg/mL), se incubaron a 37°C durante 1-2 horas
hasta observar que la muestra estuviera homogénea, posteriormente se afiadieron 75 uL de SDS al 10 % y
125 pL de NaCl 5 M y se mezclaron por inversiéon hasta observar una mezcla homogénea, se incubaron en
un bafio de hielo/etanol durante 3 minutos, después se incubaron a 65°C por 3 minutos y el ciclo se repiti6 3
veces, cada vez que se realizé el cambio de 65°C a hielo se mezclan los tubos por inversion. Concluidos los
3 ciclos se incubaron en hielo durante 10 minutos, se centrifugaron 5 minutos a 13000 rpm y luego el
sobrenadante se pas6 a un tubo nuevo; se afiadieron 10 pL de RNasa A y se incubaron 15 minutos a 37°C,
posteriormente se adicionaron 10 pL de proteinasa K y se incubaron durante 30 minutos a 37°C. Transcurrido
el tiempo de incubacion, se afiadié un volumen igual de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y cada
tubo se mezclo por inversion hasta que se formara una emulsion homogénea, después se centrifugaron por
4 min a 13000 rpm y la fase acuosa (superior) se transfirid a un tubo nuevo. Los tubos se llenaron con etanol
de 96° y se incubaron durante toda la noche a -20°C para favorecer la precipitacion de DNA. Finalizada la
incubacién se centrifugaron a 13000 rpm por 10 min a 4°C, se elimino el sobrenadante y el pellet se lavd con
etanol 70%, se centrifugaron a 13000 rpm por 10 minutos, nuevamente el sobrenadante se decant6 y se
pusieron a secar por 10 minutos a 37°C con las tapas abiertas, finalmente el botén se resuspendi6 en 100 pL
de agua ultrapura.

Amplificacion del 16S ribosomal por PCR

La amplificacion del DNAr 16S se hizo por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se utilizaron
oligonucledtidos especificos Fw- UBF (5"AGAGTTTGATCCTGGCTGAG3) y Rv- R
(5"GGTTACCTTGTTACGACTTS"), se prepararon reacciones de 50 pL con los siguientes componentes:
Buffer 1 X, MgClz a 2.5 mM, dNTPs a 0.2 mM, oligonucledtido Fw-UBF a 0.4 uM, oligonucleétido Rv-R a 0.4
MM, 100 ng de DNA gendmico y 1 U de Taqg DNA polimerasa (5'Bio). La amplificacion se llevod a cabo bajo
las siguientes condiciones: 95°C durante dos minutos seguido por 30 ciclos de 95°C por treinta segundos,
56°C durante treinta segundos, 72°C durante un minuto, finalmente se dejé cinco minutos a 72°C. Las
amplificaciones fueron monitoreadas en geles de agarosa al 1 %.

Purificacion del producto de PCR

Para purificar el fragmento que corresponde al 16S ribosomal, se llevé a cabo una precipitacion de DNA con
etanol de la siguiente manera: se midi6 el volumen de cada muestra de DNA, se afiadi6 1/10 de volumen de
acetato de sodio (3M pH 5.2) y se mezclaron bien todos los tubos, se adicionaron 2 volumenes de etanol frio
96°, se mezclaron y se incubaron a -20°C durante 20 minutos, posteriormente se centrifugaron a 13000 rpm
durante 10 minutos a 4°C, se decantd el sobrenadante y se afiadié 1 mL de etano al 70%, se mezclaron las
muestras y se centrifugaron a 5°C durante 5 minutos a 13000 rpm, el sobrenadante se decantd y los tubos
se secaron con las tapas abiertas a 37°C, finalmente el pellet se resuspendi6 en 30 pL de agua ultrapura libre
de nucleasas.

Actividad antimicrobiana por el Método de difusion de pozos (MDP)

De las colonias ya aisladas se dejo incubando un cultivo liquido por 24 horas con agitacion a 200 rpm, a 28
°C. La finalidad es obtener metabolitos antimicrobianos en este tiempo. Pasado este tiempo, los cultivos se
centrifugaron y el sobrenadante se separé para probar su actividad antimicrobiana contra las bacterias:
Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Xanthomonas spp, Staphylococcus aureus y Listeria
monocytogenes.

Las bacterias indicadoras se crecieron toda la noche en medio TSB a 28 °C con agitaciéon a 200 rpm,
cumplidas las 16 horas, se tomaron 500 uL del precultivo para inocular 5 mL de medio fresco y se pusieron a
crecer durante 2 horas bajo las misma temperatura y agitacion del precultivo. Una vez que pasaron las dos
horas se tomaron 140 ulL de este cultivo fresco para inocular 20 mL de agar de pozos atemperado (0.7 g de
TSB, 6 g de agar por 500 mL). El agar inoculado se vertio en cajas Petri y se esper6 a que solidificaran, una
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vez gelificadas, se horadaron pozos con un sacabocados estéril y en estos pozos se agregaron 90 ulL del
sobrenadante correspondiente a cada cepa de interés, como control positivo se thurincina H para B. cereus
y kanamicina a 20 pg/mL para las demas cepas indicadoras y como control negativo se utilizé agua. Las cajas
se incubaron a 4 °C durante una noche y posteriormente P. aeruginosa y Xanthomonas se incubaron a 28°C
por 16 horas, mientras que L. monocytogenes y S. aureus se incubaron a una temperatura de 37°C durante
las mismas 16 horas. Después del periodo de incubacién, se examinan las placas para observar los halos de
inhibicion alrededor de los pozos. se pasaron a 28 °C por 24 horas. El tamafio del halo de inhibicion es
indicativo de la eficacia del agente antimicrobiano contra la bacteria probada.

Resultados y discusién

Se procesaron 13 muestras diferentes recolectadas en diferentes sitios de la localidad El Copal. En todas las
muestras se observo crecimiento y de todas se pudieron aislar bacterias. Las muestras de musgo (Mu), tierra
(Ti), telarafia (Te) y heno (He) son las que tuvieron mayor diversidad y se obtuvieron 3, 4, 3 y 3 colonias
diferentes, respectivamente. De las muestras de nopal seco (Ns), resina de nopal (RNR) solo se obtuvo una
colonia. En cuanto a las muestras apicolas: Miel (Mi), cera de tapa (CT), diarrea de abeja (Di), larvas (La),
tapa abajo normal (Tan) y chapulin (Cha) se obtuvo solo un tipo de colonia, a excepcién de Cha del cual se
aislaron dos colonias diferentes (Tabla 1). La mayoria de las colonias aisladas corresponden a bacillos gram
positivos, lo cual es congruente con lo buscado, dado que las muestras se sometieron a tratamiento con calor
para aislar bacterias provenientes de esporas.

Las muestras que tuvieron una mayor diversidad bacteriana corresponden a tierra y musgo; se ha reportado
gue el suelo cuenta con una gran diversidad microbiana que es beneficiosa para la agricultura, muchas de
estas bacterias ayudan a las plantas a fijar nitrdgeno [7] en el caso del musgo ocurre lo mismo, estos forman
parte de consorcios compuestos por cianobacterias, liqguenes, algas, hongos, entre otros organismos que
ayudan a biorremediar el suelo [8].

Tabla 1. Muestras obtenidas de El copal y descripcion de las colonias aisladas.

Muestra Cdédigo | Medio Morfologia de colonia Forma | Gram
Resina de nopal RNR BHI Colonias redondas, pequefias, blancas, Bacilo | Positivo
camino rally translucidas y planas
Musgo Mul TSA Colonias grandes, redondas blancas, Bacilo | Positivo

cremosas y elevadas

Mu?2 TSA Colonias irregulares, ligeramente amarillas, Bacilo | Positivo
opacas y planas

Mu3 TSA Colonias irregulares, blancas mate y planas | Bacilo | Positivo

Nopal seco NS TSA Colonias puntiformes, blancas, brillantes y Bacilo | Positivo
planas

Tierra Til TSA Colonia irregular, blanca, opaca y elevada Bacilo | Positivo

Ti2 TSA Colonia grande, redonda, blanca, borde Bacilo | Positivo

entero y plana

Ti3 TSA Colonia ovalada, mediana, blanca Bacilo | Negativo
translucida y plana

Ti4 TSA Colonia irregular, blanca mate, ligeramente Bacilo | Positivo
elevada
Telarafia Tel TSA | Colonia grande, redonda blanca mate y plana | Bacilo | Negativo
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Te2 TSA Colonia pequefia, redonda, blanquecina, Bacilo | Negativo
brillante, borde entero y plana
Te3 TSA Colonia redonda, mediana, blanca, borde Bacilo | Negativo
entero y plana
Heno Hel TSA Colonias pequefias redondas, blancas, Bacilo | Negativo
opacas borde entero y planas
He2 TSA Colonias irregulares, bancas, cremosas y Bacilo | Negativo
opacas
He3 TSA Colonias irregulares grandes, ligeramente Bacilo | Positivo
amarillas brillantes y planas
Miel Mi TSA Colonia redonda, blanquecina, borde entero, | Bacilo | Positivo
plana y cremosa
Cera tapa CT TSA Colonias puntiformes, blanquecinas, Bacilo | Positivo
translucidas, planas
Diarrea de abeja Di TSA Colonia redonda, blanca, borde entero, Bacilo | Negativo
plana y cremosa
Larvas La TSA Colonia redonda pequefia, blanca, borde Coco | Negativo
entero, cremosa y plana
Tapa abajo TAN1 BHI Colonia redonda, pequefia, blanca traslucida | Bacilo | Positivo
normal y ligeramente elevada
TAN2 BHI Colonia irregular, blanca, opaca y plana Bacilo | Positivo
Chapulin Cha BHI Colonia redonda, blanca traslucida, borde Bacilo Positivo
entero y elevada
Chal BHI Colonia grande, irregular, traslucida, plana Bacilo | Dudoso
Miel 2 Mi2 TSA Colonia redonda, blanca mate, borde entero Coco | Negativo
y elevada

A todas las bacterias se les realizé una caracterizacion inicial por tincion de Gram para clasificarlas como
positivas o0 negativas, esto con el fin de descartar a los microorganismos Gram negativos, es de nuestro
interés quedarnos con bacterias del género Bacillus y estas caen dentro del grupo de los Gram positivos. De
los 23 aislados, 14 resultaron ser bacilos Gram positivos: RNR, Mul, Mu2, Mu3, NS, Til, Ti2, Ti4, He3, Mi,
CT, Tanl, Tan2 y Cha (Tablas 1y 2). Es importante remarcar que la tincion de Chal fue dudosa, si bien
parecia gran negativa al secuenciarse se obtuvo que pertenece al género Bacillus por lo que corresponde a
un Gram positivo. Estos 15 microorganismos fueron seleccionados para hacerles prueba de catalasa y de
actividad antimicrobiana. De estas colonias, las colonias Mul, Til, Ti2, Ti4, He3, Tanl, Cha y NS, fueron
catalasa positivo (Tabla 2). La prueba de catalasa se utiliza para identificar si el microorganismo es aerobio
0 anaerobio, aunque se ha encontrado que algunos organismos anaerobios facultativos dan negativo a esta
prueba, por este motivo esta prueba actualmente se utiliza para diferencia los géneros Staphylococaceae y
Micrococaceae que son catalasa positiva del género Streptococaceae que es catalasa negativa. También se
ha reportado que el género Bacillus es catalasa positivo.
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Tabla 2. Identidad obtenida por secuenciacién

Caédigo/
Muestra Identidad Gram Esporas Catalasa
Resina de
nop_al RNR Negativo
camino
rally
Mul .
Bacillus sp. Positivo
Musgo Mu2 Negativo
Mu3 Negativo
Bacillus toyonensis 9
Nopal NS Positivo
seco
Til
Tierra Bacillus Positivo
aryabhattai
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Ti2 Positivo
Ti4
Peribacillus Positivo
simplex
He3 .
Heno Bacillus sp. Positivo
Miel Mi Negativo
CT
Cera tapa Bacillus Negativo
wiedmannii
TANl Positivo
Bacillus sp
Tapa
abajo
normal
TAN2
Bacillus Negativo
proteolyticus
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Cha o
Bacillus mobilis Positivo
4/
Chal 3
Chapulin Bacillus Negativo
amyloliquefaciens

De las 15 bacterias a las que se les realiz6 la prueba de catalasa se les dejo crecer por 5 a 9 dias y se
estuvieron monitoreando por microscopia en busca de esporas. Hipotéticamente todas deberia provenir de
esporas y por lo tanto, todas deberian esporular; sin embargo, podria haber crecido alguna bacteria resistente
al calor, esta podria ser la explicacion de porque tenemos bacilos gram negativos. Las 15 bacterias que fueron
Gram positivas esporularon a las 96 horas (Tabla 2).

Para realizar la identificacibn molecular se extrajo DNA gendmico de 14 cepas gran positivas y se realizd
PCR para amplificar el 16S, se amplificé el fragmento de aproximadamente 1600 bp (figura 1). Este fragmento
se purificd y 10 de estas cepas se mandaron a secuenciar. Un criterio de seleccién fue tomar en cuenta las
gue presentaran actividad antimicrobiana o que en la microscopia mostraran cuerpos parasporales. Se
seleccionaron las cepas Mul, Mu3, Til, Ti4, He3, CT, Tanl, Tan2, Cha y Chal. Estas fueron identificadas
como: Bacillus sp., Bacillus toyonensis, Bacillus aryabhattai, Peribacillus simplex, Bacillus sp., Bacillus
wiedmannii, Bacillus sp., Bacillus proteolyticus, Bacillus mobilis y Bacillus amyloliquefaciens;
respectivamente.

M Mul Mu2-Mu3 Til Ti2 Ti4 TAN1 TAN2 Mi CT Cha NS RNR Cha

FIGURAL. Amplificacion del 16S de las muestras Gram positivas. M: Marcador molecular Gen Ruler 1kb., Mul: Musgo 1.,
Mu2: Musgo 2., Mu3: Musgo 3., Til: Tierra 1., Tierra 2: Tierra 2., Ti4: Tierra 4., TAN1: Tapa de Abajo Normal 1., TAN2:
Tapa de Abajo Normal 2., Mi: Miel., CT: Cera Tapa., Cha: Chapulin., Chal: Chapulin 1.

Como parte de la caracterizacion, se realizo un ensayo de actividad antimicrobiana por el método de difusion
en pozos, se probaron contra B. cereus, P. aeruginosa, Xanthomonas, S. aureus y L. monocytogenes, se
probaron estas cepas por ser patogenos y fitopatégenos. Encontramos que las cepas nombradas como Cha
y Chal, aisladas de chapulin mostraron actividad antimicrobiana contra B. cereus y la cepa Chal, ademas
tuvo actividad contra P. aeruginosa, es un resultado prometedor porque consideramos a la actividad
antibacteriana una caracteristica para ser explotada biotecnologicamente. La cepa CT aislada de una tapa
de cera en un apiario, mostré actividad contra B. cereus. Estas cepas deberan ser caracterizadas para
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demostrar si la naturaleza de esta inhibicion se debe a algun péptido antimicrobiano o a algin metabolito no
ribosomal (Tabla 3y figura 3). Es un hallazgo importante, esto destaca su potencial biotecnolégico. En nuestro
laboratorio hemos trabajado con una bacteriocina de Bacillus thuringiensis y en un intento por descartar que
esta actividad pueda deberse a esta bacteriocina se realizé un PCR con oligonucleétidos especificos para
amplificar genes del clUster biosintético de esta bacteriocina. La cepa CT que tuvo actividad contra B. cereus
amplifico los fragmentos esperados, igual que en el control (figura 2). Este resultado sugiere que esta cepa
puede tener el clUster genético para thurincina H, una bacteriocina reportada de B. thuringiensis pero que se
ha visto en plasmidos de otras especies de Bacillus.

M Control Control CT Cha

FIGURA 2. Amplificacion mediante PCR de Thurincina H. Electroforesis en gel de agarosa (1%) M: Marcador molecular
GeneRuler 1kb., Control negativo: reaccion de cadena de polimerasa sin DNA., Control positivo: Cry-B/ThnA., CT: DNA
obtenido de Cera de abeja de la Tapa., Chal: DNA obtenido de Chapulin., Cha: DNA obtenido de Chapulin.

Tabla 3. Actividad antimicrobiana contra microorganismos patdgenos.

Muestra | B. cereus | P.-aeuroginosa | Xanthomonas | S. aeureus Listeria

Cha 1l *) *) () () )
Mu 1 ) ) () () )
Mu 2 ) ) () () )
Mu 3 ) Q] ¢ ©) )
TAN 1 ©) ©) ©) ©) )
TAN 2 ©) ©) ©) ©) )
Til ©) ©) ©) ©) ©)
Ti2 ) ) () () )
Ti4 ) ) () () )
RNR ) ) () () )
cT *) ©) G G )
He 3 ©) ©) ©) ©) G
Mi ©) ©) ©) ©) G
NS ©) ©) ©) ©) G
Cha *) ©) ©) ©) G
Di 2 G ©) ©) ©) ©)
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Muestra B. cereus P. aeuroginosa

Chat

CcT
Cha

FIGURA 3. Resultados positivos obtenidos en los que se dio la presencia de un halo inhibitorio de crecimiento microbiano
correspondiente a las muestras de Chal (Chapulinl), CT (Cera tapa) junto con Cha (Chapulin), en los agares de Bacillus
cereus y Pseudomona aeuroginosa.

Conclusion

El suelo y otras muestras son matrices de donde se pueden aislar bacterias con actividad
antimicrobiana. El tratamiento con calor elimind gran parte de la comunidad microbiana
permitiendo el crecimiento en su mayoria de bacterias formadoras de espora correspondientes al
género Bacillus.
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