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RESUMEN

Los ensilados no convencionales son una alternativa de alimentacion para el ganado. Para
garantizar su inocuidad, calidad y eficacia, se requiere conocer su microbioma, pues la
presencia de bacteriéfagos afecta la poblacién de bacterias acido lacticas responsables de la
fermentacion en el ensilado. Ademas, dependiendo del material utilizado, contaminacion y
manejo, es posible que contenga virus patdgenos perjudiciales hacia la salud del ganado. Este
estudio se centra directamente en el andlisis metagenémico de las secuencias virales,
extraidas del material genético activo he inactivo de ensilado de Agave salmiana mediante
fermentaciones espontaneas, utilizando herramientas bioinformaticas con el fin de
comprender el papel ecolégico de los virus, ademéas de como repercuten en la inocuidad y
fermentacion. Los resultados indican que los fagos asociados a bacterias acido lacticas
predominan durante todo el proceso de fermentacion. Fue posible identificar virus patdgenos,
tanto para el ganado como para el humano, la mayoria procede de contaminacion durante el
manejo. Finalmente, la etapa de menor carga viral y mayor inocuidad sucede en el ensilado
4 (288 horas). Podemos concluir que el ensilado de A. salmiana garantiza inocuidad y es

regulado por los fagos de bacterias acido lacticas.

Palabras claves: Ensilados, fermentacion, adenoviroma, metagenomica, Agave salmiana y

fagos de bacterias acido lacticas



1 INTRODUCCION

Los ensilados son procesos de fermentacién que conservan y mejoran las caracteristicas
organolépticas del material vegetal con fines alimenticios para el ganado (Garay-Martinez et
al, 2024). Normalmente, el proceso se basa en la accion enzimética de bacterias acido lacticas
(BAL) capaces de mejorar la biodisponibilidad de los nutrientes para el ganado (Pérez-Luna
et al, 2024). Sin embargo, el microbioma presente en este proceso no se compone
exclusivamente de bacterias, sumado al hecho de que a lo largo del tiempo, existe un
recambio de los organismos asociados con el ensilado.

La diversidad de microorganismos es variable dependiendo de las condiciones
fisicoquimicas del proceso, la contaminacién, el manejo de la fuente vegetal, las especies
elegidas y un sinfin de factores capaces de modificar tanto la composicion como las
interacciones de la comunidad microbiologica, que incluyen hongos, bacterias, arqueas y
virus, entre los que destacan los fagos (Du et al, 2023).

Es normal que los fagos sean los principales virus encontrados en este tipo de
fermentos debido a que la mayor parte de la transformacion del material vegetal depende de
bacterias del filo Bacillota, principalmente del género Lactobacillus, asi como otros
procariotas capaces de llevar a cabo una fermentacion acido lactica, lo que disminuye el pH
final del producto. Estos microorganismos son los hospederos principales de un conjunto de
fagos especializados, cuya frecuencia se ve favorecida por la acidificacion (Wang et al,
2024).

No obstante, dependiendo de si hay infecciones previas del material vegetal, si
durante el manejo ingresa material de otros organismos como hongos o0 insectos, la
exposicion a contaminacion biolégica por heces fecales o agua contaminada; es posible
encontrar otra composicion viral, incluyendo algunos patégenos humanos o de importancia
zoonotica (Ruiz-Juarez et al, 2025).

En la mayoria de estas biotecnologias se utiliza material procedente del excedente en
la produccién de maiz, alfalfa o desechos de deshierbe en pastizales. Pero, en zonas secas,
donde el déficit hidrico no genera una cantidad adecuada de materia organica, simplemente
no se cuenta con el material necesario para el ensilado. Ademas, el material vegetal
disponible en zonas aridas contiene una gran cantidad de metabolitos secundarios, como

taninos y saponinas, generados en respuesta al estrés hidrico, pero que para los rumiantes,
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podrian resultar en inflamacion espumosa y muerte, sumado a la presencia de patégenos que
podria comprometer la inocuidad alimenticia de los ensilados (Phelan et al, 2014).

Por lo tanto, en este trabajo se caracterizé el adenoviroma propio del ensilado de
bagazo (guishe) procedente de Agave salmiana, eliminando previamente el ixtle (fibra), lo
que facilita la digestibilidad de los ensilados para la alimentacion del ganado. Asi, la
composicion del adenoviroma propio de este material, es un indicador de la inocuidad del
fermentado y una herramienta Util para el control del crecimiento bacteriano requerido

(Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion, 1999).

2 ANTECEDENTES

2.1 Ensilados

El ensilaje es una técnica de conservacion de materia organica, principalmente vegetal,
dentro de un silo (un dispositivo que puede ser desde una bolsa, trinchera, cajon, bunker,
hasta botes en condiciones herméticas), con el fin de evitar el ingreso de aire, ya que estas
condiciones favorecen la accion de las bacterias y hongos que intervienen en la
descomposicion del material vegetal por fermentacion lactica del ensilado (Claudio, 1988).

Durante el proceso, las BAL presentes en el material vegetal tienen un papel
fundamental al producir acido lactico que conservara la energia del forraje y permitird su
conservacion a largo plazo.

Existen registros del uso de ensilados para la conservacion de alimentos desde hace
300 afios, e incluso antes en las culturas méas antiguas como la egipcia y la cartaginesa.
Durante el siglo XIX, el uso de los ensilados, se popularizd en regiones de Europa,
especialmente en Alemania y Gran Bretafia, donde las condiciones climaticas impiden tener
forraje para el ganado durante todo el afio (Brown, 1880).

Desde ese entonces, la técnica se ha difundido a nivel internacional y la comunidad
cientifica se ha interesado en conocer mas sobre el método y como mejorarlo. Por ejemplo,
el libro Ensilaje of Green Crops, del francés Auguste Goffart, 1880 (Citado por Brown,
1880), documenta una investigacion acerca de los ensilados de forraje de maiz. La
publicacion del libro fue de gran interés y tuvo alto impacto en Europa y Norteamérica,
incitando a los demés granjeros a replicar su técnica. Posteriormente, varios granjeros de
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diferentes regiones, empezaron a compartir sus técnicas de ensilado utilizado diferentes

variedades de plantas, principalmente para alimentar a su ganado (Wilkinson et al, 2015).

2.2 Ensilados no convencionales

Podemos clasificar a los ensilados en dos categorias: ensilados convencionales y no
convencionales. Esta diferencia radica en que los primeros se elaboran a partir de plantas
cultivadas con el fin de alimentar el ganado, denominadas forrajes. Las principales plantas
usadas para ensilar pertenecen al orden Poaceae donde destacan Zea mays, Cenchrus
purpureus y Medicago sativa. Estas plantas contienen una gran cantidad de azlcares solubles
utilizados por las bacterias en la fermentacion del proceso de ensilado. Mientras que los no
convencionales utilizan los subproductos y coproductos que no son extraidos directamente
del cultivo, incluyendo plantas silvestres abundantes, malezas o desechos como bagazo
(residuos fibrosos resultantes de la trituracion de materia vegetal fresca) y céscaras. Utilizd
subproductos de citricos, cafia de azucar, calabaza y yuca, para realizar ensilados no
convencionales, con el objetivo de alimentar al ganado en zonas tropicales y subtropicales
cascaras Al realizar la evaluacion nutricional y de calidad de fermentacion de los ensilados,
concluy6 que son aptos para la alimentacion del ganado (Chavira, 2016). En un contraste
mas objetivo, las leguminosas forrajeras (no convencionales) también han sido comparadas
con gramineas y cereales (convencionales). Entre sus ventajas radica la baja dependencia de
insumos de nitrogeno (fertilizantes), alta ingesta voluntaria por parte del ganado y alto
contenido de proteina. Aunque se conservan menos tiempo que las hierbas de pastoreo,
pueden producir hinchazén en el ganado y dificultad para conservar como ensilado o heno
(Phelan et al, 2014).

Otra ventaja de los forrajes no convencionales es su disponibilidad, pues es factible
acceder a plantas nativas abundantes sin necesidad de sembrar y fertilizar cultivos para la
produccién de especies comerciales (trigo, centeno, maiz). Muchas veces, estas pasturas
también ofrecen nutrientes diversos y metabolitos secundarios que mejoran la produccion de
leche y reducen la produccion de metano, aunque en todos los casos, se sugiere la
combinacién con material seco para evitar la fermentacion en el rumen que produce la

hinchazon espumosa del ganado (Ramirez-Restrepo y Barry, 2005).



2.3 Biotecnologia del agave

Dentro del territorio mexicano se reportan alrededor de 260 especies del género Agave, entre
las que destaca Agave salmiana o agave pulquero, planta emblemética en México
considerada un recurso de alto impacto econdmico, cultural y nutricional desde tiempos
prehispanicos (Blas-Yafiez y Thomé-Ortiz, 2021).

Si bien el agave pulquero es cultivado en el centro de México, es el estado de Hidalgo
una de las zonas con mayor superficie cultivable (Figueredo-Urbina et al, 2021). La
explotacion de este agave se basa principalmente en la extraccién de aguamiel, pulque y de
sus pencas para realizar platillos gastrondmicos, ademas de contar con un gran potencial en
sistemas agroecoldgicos evitando la erosion del suelo agricola, el control del agua de lluvia
a través de la “cosecha de agua”, barreras vivas, formacion de bordos y terrazas, también
tienen un papel importante en la conservacion de biodiversidad ya que es hospedero de
animales e insectos (Narvéez et al, 2016).

Dentro del area de la biotecnologia, se cuenta con estudios del microbioma asociado
con los agaves (Coleman-Derr et al, 2015) asi como su contenido de probidticos y
prebidticos, ademas de su valor nutricional (Blas-Yafez y Thomé-Ortiz, 2021).

Ocasionalmente, durante la época de secas se ha utilizado el bagazo de maguey o las
pencas picadas para alimentar al ganado. Sin embargo, este material presenta una gran
concentracion de fibra no digerible y de compuestos irritantes como saponinas y oxalacetatos,
lo que ocasiona problemas digestivos a los rumiantes e incluso su muerte. Aun asi, las pencas
y el quiote pueden usarse para alimentar ovejas por su alto contenido de humedad, aunque
no como alimento exclusivo pues ocasiona problemas digestivos al ganado (Pinos-Rodriguez
et al, 2006). Por ello se sugiere, la eliminacion de las fibras (ixtle) para separar el guishe,
donde se concentran la mayoria de los nutrientes, la humedad y los metabolitos secundarios
(Pefa-Rodriguez et al, 2020), sumado a que procesos como el ensilado disminuyen el
contenido de saponinas (Pinos-Rodriguez et al, 2008).

El estado de Hidalgo es heterogéneo en su orografia y vegetacion englobando tres
areas fisiograficas: la Faja VVolcanica Transmexicana, la Llanura Costera del Golfo de México
y la Sierra Madre Oriental. Esta variacion influye en la distribucion de la temperatura y
precipitacion generando hasta 27 tipos de climas agrupados en tres principales: climas calidos

y semicalidos (humedos y subhdmedos), climas templados y semifrios (hiumedos y
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subhimedos) y climas aridos y semiaridos (Sdnchez-Rojas y Bravo-Cadena, 2017). En estos
ultimos es donde se encuentra la mayor cantidad de especies de agave.

Desafortunadamente, la tendencia global en los Gltimos 30 afios es de un incremento
sostenido de la temperatura anual. Para el estado, las proyecciones sugieren que las
precipitaciones se incrementaran en zonas altas y se generara un aumento general de
temperatura de hasta 2°C para el afio 2050 (Pavon y Meza, 2009; Sanchez-Rojas y Bravo-
Cadena, 2017). Ante este panorama, las zonas aridas y semiaridas seran las mas afectadas
por lo que sera mucho mas dificil cultivar forrajes para el ganado, es por ello que esta
propuesta es una alternativa funcional ante la sequia y el cambio climéatico global ya que A.
salmiana se encuentra disponible todo el afio y es resistente a las condiciones aridas y secas,
cuyas areas de cobertura se expandiran a otras zonas del estado.

El maguey es un patrimonio biocultural en México, las poblaciones silvestres de
Agave salmiana son afectadas por la sobreexplotacion y el desplazamiento de su cultivo por
actividades mas rentables, incluyendo otros cultivos (Jiménez, 2025). El estado de Hidalgo
es el mayor productor nacional de agaves, al que corresponde el 51% de su territorio en
sembradios. En el territorio estatal, se concentra el 78.14% de la produccion anual nacional,
del cual, 60% es maguey pulquero A. salmiana. En el afio del 2011 se registré una pérdida
de casi el 60% de la planta, por consecuencia de la indiscriminada explotacioén por los
mixioteros para la elaboracion de diversos platillos. Los municipios afectados fueron Apan,
Epazoyucan, Almoloya, Tepeapulco, Actopan, Zapotlan, Tlanalapa, Emiliano Zapata,
Zempoala y Pachuca. Las principales amenazas para el maguey son la depredacion de
terceros robando, dafiando y saqueando los cultivos; extraccion del mixiote; depredacion de
los gusanos rojos y blancos del maguey; el hurto de pencas y plantas completas (Jiménez,
2025). Estas actividades generan una gran cantidad de desechos que se pueden utilizar para
la elaboracion del ensilado y no ejercer una presion negativa en las poblaciones de dicha
planta. Posiblemente se puede combinar con algln otro forraje convencional para aprovechar

los desechos de ambos cultivos (Licona et al, 2024)

2.4 Biologia de Agave

Los agaves son plantas monocotileddneas, rosetofilas, suculentas y monocarpicas

(Figueredo-Urbina et al, 2021). Taxondmicamente pertenecen a la familia Asparagaceae,
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subfamilia Agavoidiae. Morfologicamente los magueyes son descritos como plantas de hojas
en roseta, gruesas y carnosas, dispuestas sobre un tallo corto (pifia), conocidas cominmente
Como pencas.

En México se encuentran concentrados alrededor de 76% de las especies de agave,
donde se distribuyen principalmente en las zonas del Valle de Tehuacan- Cuicatlan, entre los
estados de Oaxaca y Puebla y en la Barranca de Metztitlan-Hidalgo (Figueredo-Urbina et al,
2021).

Hidalgo es un estado con un nimero considerable de magueyes, cuenta con 26
especies de alta probabilidad de encontrarse de manera natural en el estado, aunque hay
reportes de al menos otras 29 especies cultivadas, introducidas como plantas de ornato o sin
una adecuada definicion taxonomica. Entre las especies mas abundantes de Hidalgo
encontramos A. mitis, A. lechuguilla y A. salmiana. Tres grandes zonas del estado resaltan
por su riqueza de agaves: planicie central, barranca de Metztitlan, y Valle de Mezquital,
regiones con gran potencial para manejo e implementacion de proyectos biotecnologicos

basados en estas plantas (Garcia-Montes et al, 2024).

2.5 Analisis de viromas

Un viroma se compone por la totalidad de virus, asociados tanto con eucariotas y procariotas,
de una muestra bioldgica, ambiental e incluso industrial (Cadwell, 2017; Zarate et al, 2017).
Sin embargo, en la mayoria de los casos, la cantidad y diversidad de virus asociados con
plantas se subestima por tres razones principales: la eleccion del material genético, ya sea
acido desoxirribonucleico o ribonucleico (ADN o RNA), la variacién del entorno en que se
toman las muestras y la precision de las herramientas metodoldgicas para la secuenciacion,
por lo que podemos dividir los viromas en Adenoviromas y Retroviromas (Ma, 2019).

Los bacteriofagos son virus exclusivos de procariotas con una dependencia
intracelular obligada. Su material genético esta constituido normalmente por ADN, aunque
algunos grupos pueden tener RNA como BF23, F2, R17, PhiCb5, PhiCb12r, PhiCb8r,
PhiCb23r, PP7, Q BETA PHAGE, MS2 PHAGE, y PHAGE PHI 6 (Da Poian, et al, 1993;
Poma et al, 2012). Poseen un tamafio entre 20 a 200 nanémetros y son los organismos mas
abundantes en los ecosistemas. Estos virus interactuan directamente con su bacteria

hospedera, afectando su abundancia, virulencia y fisiologia. Su mecanismo de infeccion se
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basa en la interaccion de los virus con estructuras bacterianas llamadas pilis, siendo
particulares para cierto tipo de fagos. Posteriormente inyectan su material genético en las
bacterias con el objetivo de transcribir informacion para la produccion de enzimas, toxinas,
proteinas estructurales y funcionales del virus y participan en la transferencia de genes entre
bacterias.

Los fagos presentan dos estados funcionales, el estado litico o virulento, que consiste
en la replicacion del fago ocasionando la lisis de la bacteria hospedera con el objetivo de
liberar nuevos fagos, y el estado de profago o temperado, en el cual el fago se instala en el
cromosoma bacteriano, replicandose junto a la célula hospedera con el objetivo de liberar
nuevos fagos; y el estado lisogénico de profago o temperado, en el cual el fago se instala en
el cromosoma bacteriano, replicandose junto al hospedero y transmitiendo su material
genético a las bacterias hijas sin ocasionar la lisis del hospedero, encontrandose en un estado
lisogénico hasta que algun cambio fisiologico de la bacteria o una coinfeccion lo activa
nuevamente (Navarrete, 2020).

Los fagos se agrupan en 14 a 22 familias oficialmente aceptadas y varias méas que
esperan su asignacion taxonomica (Adriaenssens et al, 2020). La mayoria tienen ADN como
material genético ya sea con cadenas dobles (dASDNA) o simples (ssDNA) (Xia y Yuen,
2005), por lo que se pueden agrupar en los tipos | y 11 de Baltimore (Koonin et al, 2021). Por
ello, en este trabajo se ha optado por secuenciar el adenoviroma, dejando de lado el
retroviroma ya que para el proceso de fermentacion en ensilados, los fagos de ADN
constituyen el principal grupo modulador de la actividad &cido lactica.

Anteriormente se han descrito fagos relacionados a bacterias &acido lacticas,
particularmente en la industria lactea, donde se han clasificado diferentes grupos a través de
70 secuencias de genomas: 1) Fagos lacticos, 2) Fagos de Streptococcus thermophilus, 3)
Fagos de Leuconostocs, y 4) Fagos de lactobacilos. Existen ciertas limitaciones para la
clasificacién de los fagos puesto que comparten algunas secuencias no necesariamente
relacionadas filogenéticamente. Ademas, muchas veces se cuenta solo con un fago para
representar una especie completa, existe la carencia de aislados de fagos y por ultimo, los
métodos de clasificacién taxondmica empleados no son tan precisos y poseen un tiempo de

cémputo prolongado (Mahony y Van Sinderen, 2014).



En un estudio realizado con ensilados de alfalfa, provenientes de diferentes granjas,
se investigo la metagendmica viral dentro del mismo (Wang et al. 2024). En la metodologia,
realizan la extraccion manual del ADN con el objetivo de identificar las secuencias de fagos.
Se utilizaron los softwares ChecV y Visorter 2, logrando clasificar 24 érdenes de fagos,
donde predominan Claudovirales y Geplafuvirales, aunque también se encontraron fagos no
identificados actualmente. El estudio analiz6 los tipos de fagos, utilizando el programa
PhaTYP, encontrando que los fagos virulentos de procariotas predominan en el ensilado, por
su supervivencia y su capacidad de abarcar un mayor namero de hospederos. Por otro lado,
los fagos desempefian un papel en la regulacion del metabolismo de carbono en el ensilado,

como lo indican los genes compartidos involucrados entre los fagos y las bacterias.

2.6 Virus asociados con agaves

Aunque el agave sea una planta emblematica con alto valor econémico, biologico y
cultural en México, existen pocas investigaciones acerca de la diversidad de virus que lo
habitan. En el estado de Paraiba-Brasil, se tomaron muestras de varias partes de plantas
adultas de 7 afios de edad, de las especies Agave sisalana, A. fourcroydes, y el Agave hibrido
identificado como 11648; con el objetivo de identificar su diversidad viral mediante la meta
transcriptomica. Se utilizaron secuencias profundas de ARN, para identificar los viromas de
las tres especies, identificando 25 especies virales de las familias Alfa y Betaflexivirus,
Botourmiavirus, Closterovirus, Ribovirus y Virgavirus, asi como varios otros con dsRNA
(ARN de doble cadena) (Quintanilha-Peixoto et al. 2021). Solo una especie estaba
clasificada, el virus moteado leve de caupi (CPMMV). Esto nos da una idea de la gran
cantidad de especies virales no clasificadas aun y del trabajo por hacer. Sefialamos también
que este es un retroviroma, por lo que no es posible identificar estos componentes de la
comunidad viral en nuestro trabajo.

En México se cuentan con estudios puntuales para la identificacion de virus
asociados con fitopatologias en agave, por ejemplo, el virus del mosaico tuberoso suave
(TuMMV) en Agave attenuata y A. amica (Torre-Almaraz et al, 2023) y el virus de estria
amarilla en A. tequilana (Torre-Almaraz et al, 2024). Pero estos son aislamientos Unicos que
no consideran las interacciones de la comunidad microbioldgica por lo que no pueden

considerarse como viromas.



2.7  Fagosy ensilados

Los fagos y sus bacterias hospederas interactan de forma dindmica a lo largo del tiempo, lo
que produce recambios y coevolucion dentro del microbioma. Dentro de estas relaciones se
observa que la coevolucion es un resultado comdn, mas no universal, pues la relacion
bacteria-fago depende en gran medida de las condiciones ambientales. Por Gltimo, el proceso
de coevolucion puede afectar la diversidad de bacterias y fagos desde el nivel de genomas
hasta las comunidades. Desde la perspectiva de ecologia comunitaria, los fagos pueden
mediar la competencia entre especies bacterianas (Koskella y Brockhurst, 2014).

Las bacterias &cido lacticas son abundantes en los ensilados, las cuales son
susceptibles a las infecciones por fagos pertenecientes al orden Caudovirales, mayormente
de la familia Siphoviridae, utilizadas principalmente como indicadoras de la eficiencia de
fermentacion en la industria lactea (Mahony y Van Sinderen, 2014). Varios trabajos resaltan
la diversidad del viroma en los ensilados (Tabla 1), dependiendo en parte de la técnica de
secuenciacion utilizada o del material vegetal.

Tabla 1. Diversidad del viroma asociado con ensilados.

Viroma Ensilado Técnica de Cita

secuenciacién

Autographiviridae, Ryegras Metagendmica  de | Sdenz et al, 2023
Azeredoviridae, Lolium multiflorum | secuencias

Bronfenbrennervirinae, ensambladas < 1000

Caudovirales, Chaseviridae, pb

Efquatrovirus, Fernvirus,

Gracegardnervirinae,
Hendrixvirinae,  Herellevirinae,
Mccleskeyvirinae,
Obolenskivirus, Peduoviridae,
Phycodnaviridae, Queuoviridae,
Sepvirinae, Skunavirus,

Stephanstirmviridane, Travirus

Alphapartitivirus, Amalgaviridae, | Medicago sativa Secuenciacion de | Samarfard et al, 2020
Emaravirus, Orthotospovirus, retrotranscritos
Partitiviridae dsRNA con primer

aleatorios
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Caudovirales Medicago sativa Metagendmica  de | Wang et al, 2024
Geplafuvirales secuencias

ensambladas < 1000

pb

2.8 Inocuidad alimentaria

La inocuidad alimentaria se define como la garantia de que los alimentos que se consuman
no causaran dafio a la salud, es decir, que durante su produccion se aplicaron medidas de
higiene para reducir el riesgo de que los alimentos se contaminen con residuos de plaguicidas,
metales pesados, agentes fisicos que puedan causar una lesion al momento de consumir un
alimento y sobre todo, microorganismos como bacterias y virus, que puedan enfermar al
consumidor animal o humano (SENASICA, 2024). Es importante destacar que muchos
brotes de enfermedades transmitidas por alimentos se producen por malas practicas durante
su manipulacion o almacenamiento (da Cunha, 2021).

La evaluacién de la inocuidad cuenta con varios trabajos en las industrias de lacteos
(Cusato et al, 2013) y carnica (Jianu y Golet, 2014). Sin embargo, existen pocas
investigaciones sobre alimentos de origen vegetal con fines agropecuarios y en muy pocos
se considera el viroma como un indicador de inocuidad. Por ejemplo, la evaluacion del
viroma en carne (ave, ternera y cerdo), pescados, mariscos y algunas verduras (lechuga,
pepino y espinaca) mostrd la presencia de familias de bacteriofagos, con mayor prevalencia
en mariscos y espinacas, en el estudio también se identificaron genes de resistencia a
antibioticos procedentes de bacterias (Blanco-Picazo et al, 2022). Este trabajo denota en
principio que los fagos son un excelente indicador de la composicion bacteriana asociada con
los alimentos, por lo tanto, su prevalencia puede asociarse con la inocuidad alimentaria.

Con relacion a los ensilados, en el estudio realizado por Lewis et al. (2020); se
aislaron fagos a partir de heces de oveja capaces de aplicarse en la seguridad alimentaria. Los
aislamientos se inocularon en ensilado de maiz y pasto, estos fueron capaces de infectar al
hospedero Klebsiella aerogenes, identificada como la bacteria patégena que ocasiona diarrea
en las ovejas. El responsable de este control fue el fago N1M2, descrito por primera vez en
este trabajo y reconocido como un fago gigante, con la capacidad de destruir a esta bacteria

y por lo tanto eliminar la patogenicidad. Entonces, la inoculacién de los ensilados con N1IM2,
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elimina al patégeno K. aerogenes garantizando la inocuidad del alimento fermentado e
incluso con un potencial tratamiento para infecciones activas de Klebsiella.

Por otro lado, el analisis de viromas se puede emplear en el desarrollo de estrategias
y politicas de bioseguridad, incluida la implementacion de evaluaciones de riesgo para
respaldar la regulacion, garantizar la inocuidad y reducir el movimiento de materiales
vegetales infectados. La gestion de riesgos agricolas puede incorporar informacion del
viroma para el monitoreo de virus nuevos y conocidos en todas las escalas, lo que permite
identificar rapidamente virus agricolas y de importancia en salud para comprender su
abundancia y propagacion (Alcala et al, 2023).

Finalmente, ain con la predominancia de fagos en los ensilados, no se descarta la
presencia de otros virus patdégenos o indicadores de los procesos de fermentacién y recambio;
que pudieran servir ya sea para mejorar los procesos, asi como garantizar la inocuidad del

viroma para el ganado y los humanos expuestos durante el manejo del material.
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3 JUSTIFICACION

En ensilados de plantas forrajeras bien conservadas y microbiologicamente caracterizadas,
el valor nutrimental garantiza el aprovechamiento por parte del ganado. Sin embargo, esto
depende de la disposicion de material vegetal para ensilar que no siempre esta garantizada a
lo largo del afio. Por esta razdn, se han buscado alternativas a los forrajes convencionales,
como los magueyes, ya sean cultivados o silvestres. Sus caracteristicas biol6gicas como la
resistencia a la sequia, su capacidad para crecer en suelos pobres y su crecimiento
relativamente constante, con incrementos vegetativos que aumentan su biomasa, los
convierten en una opcion viable y adecuada para garantizar la fuente de alimento para el
ganado.

No obstante, la palatabilidad, calidad alimentaria e inocuidad de los ensilados estan
determinadas por los microorganismos y sus interacciones presentes antes, durante y al final
del proceso, siendo las BAL el principal componente de la comunidad microbiologica
asociado a procesos fermentativos exitosos con productos de alta conservacion de energia,
mejor disponibilidad de nutrientes e inocuos. Pero, el papel de otras poblaciones en el
microbioma del ensilado, como los virus, puede afectar su calidad e inocuidad. En este
sentido, los ensilados no convencionales como el caso de A. salmiana no han sido
caracterizados en cuanto a su microbiota asociada, ni se ha reportado la presencia de virus ni
su posible impacto en la fermentacion o la salud de humanos y ganado.

Por lo anterior, esta propuesta caracterizara a través de metagendmica una parte del
microbioma del agave ensilado, el adenoviroma, para determinar su inocuidad, asi como las

asociaciones predominantes y su posible funcion con el resto del microbioma.

4 HIPOTESIS

Poco se conoce el papel de los virus dentro de los ensilados, sin embargo, esta demostrado
que su presencia regula la diversidad de bacterias y arqueas en fermentaciones controladas,
como en la industria de los lacteos. Ademas, algunos fagos pueden disminuir la eficiencia de
la fermentacion. Por otro lado, el material vegetal puede incluir algunos adenovirus
fitopatdgenos en el ensilado, dependiendo de la calidad de las plantas y del manejo del

material. Por lo tanto, si la extraccién ADN incluye a una muestra del microbioma activo o
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inactivo del ensilado; entonces seré posible determinar qué virus modifican la fermentacion

y la inocuidad del alimento.

5 OBJETIVO GENERAL

Analizar las secuencias virales extraidas de ensilados de Agave salmiana, mediante
secuenciacion metagendémica tipo shotgun; para evaluar su impacto en la inocuidad

alimenticia del ganado.

6 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Extraer el metagenoma de ensilados de Agave salmiana, mediante lavados con detergentes y
precipitacion con cloroformo-alcohol isoamilico; para garantizar un material genético de calidad
suficiente para la secuenciacion.

2. Analizar las secuencias especificas del adenoviroma, obtenida por secuenciacién de nueva
generacion; para determinar los cambios a través del tiempo de la comunidad especifica e
identificar los fagos con potencial para el desarrollo biotecnoldgico, asi como otros virus que

pudiesen comprometer la inocuidad alimentaria del ensilado.

7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Ensilados

El material vegetal para ensilar consistio en pencas de Agave salmiana recolectadas en las
inmediaciones del Distrito de Educacion, Salud, Ciencia, Tecnologia e Innovacion (DESCTI)
en el municipio de San Agustin Tlaxiaca, Hidalgo, México (20°06'47.4"N 98°49'44.2"W).
Los ejemplares seleccionados para cosecha corresponden a individuos sin manejo o
intervencién humana de dos o mas metros de altura. Las pencas a cortar se seleccionaron de
acuerdo con los siguientes criterios: pencas sanas sin indicios de enfermedad como manchas
0 marchitez, pencas que no estuvieran en contacto directo con el suelo y pencas sin dafio
mecanico ambiental o bioldgico. Una vez seleccionadas, las pencas se cortaron lo més cerca
posible del tallo y se eliminaron las espinas para su traslado a la Unidad Regional Hidalgo

del Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A. C. (CIAD URH).
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Una vez en las instalaciones del CIAD URH, las pencas se desfibraron manualmente.
Cada penca se cortd longitudinalmente por la mitad y se machacaron con ayuda de un bat
para béishol de madera, sin perforar o romper las hojas. Una vez procesadas, cada penca se
raspo con un machete eliminando la parte fibrosa (ixtle) del resto del material vegetal
(quishe), del cual se generaron 20 kg (Figura 1).

Figura 1. Proceso de separacion del ixtle para la obtencion del guishe de Agave

salmiana.

Seis microsilos de cloruro de polivinio (PVC) lavados/desinfectados con jabon
comercial y una solucion con cloro comercial al 4%, se dejaron secar por 24 horas. En cada
uno se colocaron dos kilos de guishe y se comprimidé con ayuda de un tornillo sin fin con
tapa incorporado en el disefio del microsilo (Figura 2) para reducir la cantidad de agua y
retirar la mayor cantidad de aire. Los microsilos se dejaron fermentar a temperatura ambiente
(12-20 °C), lejos de la luz solar. Se tomaron muestras para secuenciacion a las 16 horas de
iniciada la fermentacion (T1), a las 72 horas (T2), a las 164 horas (T3), a las 288 horas (T4)
y a las 720 horas (T5).
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Figura 2. Microsilos de PVC. Del lado derecho se observa el tornillo para compresion del

material que elimina la mayor cantidad del agua en la muestra.

Después de los cinco tiempos, los microsilos se abrieron en una campana de flujo

laminar vertical para evitar contaminacion cruzada con el ambiente. Cinco centimetros de la
parte superior del ensilado fueron removidos, el resto del maguey ensilado fue depositado en

bolsas estériles para muestreo y congelado a -20°C hasta su uso (Figura 3).

Figura 3. Ensilados con diferente tiempo de fermentacion, panel izquierdo: material vegetal

sin ensilar (guishe), panel derecho: agave ensilado por 30 dias.
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7.2 Extraccién del DNA

7.2.1 Aislamiento del microbioma

Los microorganismos se desprendieron de los ensilados realizando un lavado con una
solucion tamponada pH 8 (PBS: 9.32 pl de NaHPOs al 1 M + 0.68 pl de NaH2PO4 al 1 M,
aforado a 100 pl), 90 ul de PBS mas 10 gramos de la muestra en un matraz Erlenmeyer de
250 pl (1 a 9 v/v), la solucidn se agito con agitador imantado a 260 rpm durante una hora, a
26°C (Pich & Schubert, 1993).

Posteriormente, la solucién se paso a través de un filtro Whatman con un tamafio de
poro de 11 micras, el contenido filtrado se distribuy6 en tubos plasticos de 50 pl estériles.
Los tubos se llevaron a centrifugacion 10 000 rpm durante 8 minutos a 4°C para precipitar y
aislar a los microorganismos y virus del resto de la solucion. Una vez terminado el proceso,
la pastilla formada se conservo y el sobrenadante fue desechado, los tubos se conservaron en

congelamiento a -70°C hasta su uso.

7.2.2 Purificacion y concentracion del microbioma

Con fines de purificar la muestra 'y mejorar la lisis celular a cada tubo plastico se le agregaron
5 ul de una solucion de cloruro de potasio y PVP (polivinilpirrolidona), se homogeneizaron
en vortex durante 2 min y se llevaron a centrifugacion 10 000 rpm, 8 min, 4°C, recuperando
la pastilla y desechando sobrenadante, el proceso se llevo a cabo dos veces. La pastilla final

se conservé a -70°C hasta su uso para la extraccion de ADN.

7.2.3 Lisis y recuperacion del material genético

Para llevar a cabo la extraccion de ADN, se utilizo el protocolo modular de Lever et al. (2015)
modificado de la siguiente manera: Se afiadieron 500 pl de solucién de lisis (Tris HCL 300
mM, Guanidinium HCL 800 mM, EDTA 30 mM, Triton 0.5% a pH 10) a 200 pl del material
biolégico previamente purificado y concentrado, como se describié anteriormente. Luego,
las muestras se congelaron y descongelaron dos veces y se calentaron durante 1 h a 50°C, se
afiadieron 0.3 g de perlas de vidrio de 100 micrones y se agitaron en vortex a maxima

velocidad durante 10 minutos y se centrifugaron a 10 000 rpm durante 20 minutos a 4°C.

17



Los sobrenadantes se recuperaron y se transfirieron a nuevos microtubos, agregando
un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), posteriormente se centrifugaron a 10
000 rpm durante 10 min a 4°C. Todos los sobrenadantes se recuperaron y se les adiciond 6
pl de RNAsa (Invitrogen: P/N 46-7286) y se incubaron durante 15 min a 37°C. La RNAasa
fue eliminada repitiendo el proceso, pero sin agregar nuevamente RNAasa.

Para la precipitacion de ADN, se tomaron 400 pl de los sobrenadantes y se afiadieron
a una solucion de 100 pl PEG (polietilenglicol) 6000 al 30% y 50 pl de NaCl 5 M, la mezcla
se incub6 a temperatura ambiente durante dos horas. Posteriormente, las muestras se
centrifugaron a 16 000 rpm durante 15 min a 4°C; se descartaron los sobrenadantes, y el
pellet se lavé dos veces con etanol al 80% (12 000 xg, 5 min, 4°C). Los pellets se secaron al
aire en campana de flujo laminar para posteriormente afiadir 50 pl de solucién amortiguadora
TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8) y se incubaron a 42°C durante dos horas para la
disolucion del pellet.

La concentracion y pureza del ADN se midi6 en un NanoDrop™ One (Thermo
Scientific, indice de absorbancia a 260/230 nm) y la integridad se evalud por electroforesis
(gel de agarosa: 1%; voltaje: 150 V; tiempo de electroforesis: 40 min). Las muestras se

almacenaron a -80°C hasta la secuenciacion.

7.3 Secuenciacion de las muestras

Las muestras de material genético se enviaron a las instalaciones de BGI genomics (China
Corp) para su secuenciacion en segmentos de 150 pb, con 5 GB por muestra (Sistema de
Secuenciacion DNBSEQ/Illumina). Para evaluar el adenoviroma de los silares, las
secuencias obtenidas fueron limpiadas eliminando fragmentos menores de 150 pb y
eliminando el segmento de adaptador afadido. Para el alineamiento solo se consideraron
secuencias con un contenido menor de 0.1% de nucle6tidos no identificados (N) lo que
constituye un aproximado del 40% del total de secuencias obtenidas. Esto se realizé con el
software SOAPnuke, desarrollado por BGI, los parametros utilizados para el filtro fueron -
n0.001-120-q0.4-adaMis3-minReadLen150”. La calidad de la secuencia (SQ) se obtuvo con
la formula: SQ = -10*(log(E/1-E)/log10; donde E = Y/(1+Y), y Y= SQ/e”(-10*log10). Solo
aquellas secuencias con una calidad superior a 42 fueron tomadas en cuenta para el analisis
(Chen et al, 2018).
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7.4 Procesamiento bioinformatico

Los procesos bioinforméticos se realizaron en el entorno virtual Anaconda version 24.5.0
para Linux Ubuntu (version 24.04 LTS). Se utiliz6 la plataforma bioinformética Qiime2 de
cddigo abierto (version 2024.5), es un pipeline para el anélisis de metataxonomia. Contiene
herramientas para limpiar secuencia, agrupar, asignacion taxonomia, reconstruir filogenias,
inferir métricas de diversidad y abundancia diferencial. Con la interfaz Galaxy, no es
necesario saber programar en la consola, ya que al escoger la herramienta lo realiza
automaticamente de manera eficiente. El uso de amplicones proporciona una amplia
funcionalidad analitica para respaldar el analisis de genes marcadores de microbioma a partir
de datos de secuenciacion sin procesar a través de publicaciones, visualizaciones de calidad
y estadisticas (https://giime2.org/). Se importaron las secuencias a Qiime2 en formato
FASTAQ, posteriormente se transformaron en formato FASTA para hacer uso de las demas

herramientas.

7.5 Asignacién taxonomica

Para identificar la composicion de la comunidad del ADN viroma (fagos y el resto de los
virus del ensilado), se utilizo MetaPhulUN 4.0, que se basa en ~5,1 millones de genes
marcadores unicos especificos de clados, dentro del grupo; identificados a partir de ~1 millén
de genomas virales (~236 600 referencias y 771 500 genomas metagenomicos ensamblados)
que abarcan 26 970 bins genomicos a nivel de especie (SGB) (Pasolli et al, 2019). Se
asignaron nombre a las Unidades Taxondmicas Operativas (OTUs, por sus siglas inglés) a
través de la herramienta Kraken taxonomic (abundances), para identificar los virus hasta un
nivel de especie, tanto los fagos propios de bacterias acido lacticas como los virus con
potencial patdgeno. Con la herramienta kraken-mpa-report se resumié el recuento de lecturas
en todos los niveles taxonomicos dentro de la muestra para establecer la abundancia,

representatividad y la probabilidad de pertenencia.

7.6 Analisis estadistico

Debido a la cantidad excesiva de OTUs obtenidos, es necesario depurar la lista taxonémica
en donde se encuentran tanto fagos como virus de importancia médica y veterinaria, ademas

de fitopatdgenos y cualquier otro virus que haya contaminado la muestra. Nuestro primer
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criterio de depuracion fue la redundancia de secuencias 5°-3” y 3°-5” (forward y reverse),
obtenidas por la herramienta kraken taxonomic (abundances). Las OTUSs listadas con ambos
tipos de secuencias se consideran virus activos, es decir, aquellos que presentan secuencias
listas para transcribir (solo forwards) y genomas listos para encapsularse (tanto forward como
reverse en dsDNA) en los ensilados.

Posteriormente, la abundancia de secuencias, sumando tanto forward como reverse
por unidad taxondmica, se usaron para calcular el promedio de transcritos por OTU, con lo
que se calculd la probabilidad de presencia/abundancia de cada virus, que constituye nuestro
segundo criterio de eleccién. Para ello se uso la formula de Poisson: (e4*A¥)/x!; donde “e”
equivale a la constante de avogadro 2.71828, “A” equivale al promedio de transcritos por
OTU, “x” es la cantidad de transcrito por OTU especifica y “x!” es la factorial de la cantidad
de los transcritos. El valor de corte probabilistico fue ajustado mediante el método de
Bonferroni, que consiste en dividir la probabilidad de error aceptable (a = 0.05) entre el total
de secuencias del adenovirus. El proceso se realizd por cada tratamiento de ensilado
(Wasserman 2004).

Nuestro tercer criterio de eleccion fue la patogenicidad, sobre todo para garantizar la
inocuidad alimenticia de los ensilados (Mahony y Van Sinderen, 2022; Sadurski et al, 2024;
Wang et al, 2024). Para ello se identificaron virus patégenos en humanos y otras especies
animales, por ensilado; mediante su identificacion por ID en el GenBanck (NCBI Resource
Coordinators, 2016). La base depurada, por ensilado, resultante considera entonces a los virus
activos, mas abundantes y con potencial patégeno. Cabe resaltar que estos son criterios
propios basados en las experiencias y recomendaciones de otros analisis metagendmicos
(Martinez-Puchol et al. 2020), donde la inclusion de especies poco frecuentes obedece a su
importancia como potenciales fuentes de contaminacion, por lo tanto, obtener un analisis
estadistico de frecuencias asi como la identidad de patdgenos activos fue prioritario para

nosotros. Esta base se utilizé para los analisis de diversidad e importancia.

7.7 Analisis de diversidad

Se evalud la importancia por ensilado de los OTUs obtenidos, considerando los tres criterios
de inclusién; mediante el criterio de Macintosh (1981) D = (N-U)/(N-\N), donde D

corresponde con el indice de importancia en la muestra, cuyo valor fluctia alrededor de la
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unidad, valores inferiores a uno tienen una adecuada cobertura de abundancia de la muestra.
N es el total de secuencias en la lista, y U es la abundancia de una secuencia especifica dentro
de la muestra.

La diversidad alfa proporcional de los ensilados se calculd mediante el indice de
Shannon-Wiener H = -Xpi * In(pi), donde X es la suma total de los segmentos de cada uno
de los OTUs contenidas en todos los ensilados, In es logaritmo natural, y pi es el contenido
total de las especies (Moreno, 2001). Con las listas obtenidas se calcularon las tasas de
recambio (diversidad beta) en el tiempo, asi como la proporcién de las especies compartidas
entre ensilados (indice de similitud de Jaccard), los cuales se compararon con una prueba de
Friedman. Visualmente, estos arreglos se ordenaron mediante un Analisis No Meétrico
Dimensional (NMDS) con un criterio de estrés menor al 0.1 y coeficientes de correlacion
significativos. Los analisis se realizaron con el programa PAST 4.05 (Hammer et al, 2001).

La presentacion visual de los datos se realizo utilizando solo los OTUs identificados
por el indice de Macintosh, considerando la suma total de las secuencias como el 100% vy el

conteo de segmentos por especie una proporcion del total.

8 RESULTADOS

8.1 Diversidad Alfa

Se identificaron un total de 588 OTU’s pertenecientes a todas las muestras, de los cuales solo
37 (2 6% de la diversidad total) fueron representativos en los ensilados (D < 1) de acuerdo
con el indice de Macintosh, 18 de ellos tienen una representatividad mayor al 1 % de las

secuencias (Figura 4).
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Figura 4. Composicion porcentual de la diversidad representativa (indice de Macintosh D <
1) de los ensilados de Agave salmiana. Se muestran solo las especies cuya representatividad

es mayor al 1%.

Los 37 OTUs representativos de acuerdo con el indice de Macintosh, cambian a lo
largo del tiempo de fermentacion, aunque es posible identificar algunos que permanecen
durante todo el proceso, aungue se perciben cambios en la cantidad de secuencias

identificables (Tabla 2).

Tabla 2. Unidades Taxondmicas Operativas (OTUSs) representativas de acuerdo con el indice

de Macintosh. Se marcan con asterisco las especies presentes en todos los ensilados. T1: 16,
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T2: 72, T3: 164, T4: 288, T5: 720 horas. TsxE: Total de segmentos por ensilado. IM: indice
de Macintosh. %: Porcentaje del total de secuencias.
OTU’s T1 T2 T3 T4 T5 TSxE IM %

Fago Shal de Lactobacillus* 34 4151 12339 2118 44709 63351 0,734 29.10
Fago LF1 de Lactobacillus* 66 14593 10700 65 3498 28922 0,879 13.28
Fago phiAT3 de Lactobacillus* 28 2128 8314 99 9394 19963 0,917 9.17
Fago phigle de Lactobacillus* 5 1022 2795 411 12553 16786 0,931 7.71
Pandoravirus dulcis 11637 183 42 1 0 11863 0,951 5.45
Pandoravirus salinus* 11242 139 53 3 163 11600 0,952 5.33
Virus dsADN, sin estadio de RNA 10976 0 0 0 0 10976 0,955 5.04
Virus de dsADN no clasificado* 5673 70 28 1 18 5790 0,977 2.66
Fago de dsADN 0 2942 1239 7 0 4188 0,984 1.92
Fago phiFL4A de Enterococcus™ 2 2686 1275 7 30 4000 0,985 1.84
Bracovirus de Cotesia congregata 3759 71 6 0 75 3911 0,985 1.80
Fago 20617 de Streptococcus* 4 2279 1493 5 74 3855 0,985 1.77
Virus parecido a Lambda 2774 741 0 0 0 3515 0,987 161
Ictalurid herpesvirus 1 2965 33 6 0 40 3044 0,989 1.40
Fago lambda de enterobacterias 1347 1344 0 0 0 2691 0,99 124
Virus iridisente 6 de invertebrados 2529 32 58 0 0 2619 0,99 1.20
Herpesvirus Victoria Abalone AUS/2009 2093 7 6 0 33 2139 0,993 0.98
Herpesvirus humano 3 2032 42 4 0 0 2078 0,993 0.95
Virus no determinado* 1521 66 28 1 52 1668 0,994 0.77
Glypta fumiferanae ichnovirus 1520 19 5 0 37 1581 0,995 0.73
Aotine herpesvirus 1 1333 19 3 0 1 1356 0,996 0.62
Fago phiA1122 de Yersinia 1231 21 5 0 2 1259 0,996 0.58
Cyprinid herpesvirus 3 1026 12 2 0 17 1057 0,997 0.49
Virus de papa “leaf roll” (Rolla de hoja) 841 7 2 0 0 850 0,998 0.39
Herpesvirales 796 11 2 0 6 815 0,998 0.37
Fago phiLNTR2 de Leuconostoc 1 341 462 0 0 804 0,998 0.37
Apocheima cinerarium nucleopolyhedrovirus 737 9 0 0 0 746 0,998 0.34
Fago PG7 de Enterobacter 689 17 2 0 26 734 0,998 0.34
Siphoviridae no clasificado* 17 282 244 38 152 733 0,998 0.34
Iridovirus 22 de invertebrados 705 10 2 0 3 720 0,999 0.33
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Herpesvirus 1 de Ciprinidos 639 19 4 0 46 708 0,999 0.33
Fago A9 de Brochothrix 500 13 2 0 127 642 0,999 0.29
Virus de Phaeocystis globosa 595 8 1 0 9 613 0,999 0.28
Virus 1 de Paramecium bursaria / Chlorella 528 4 4 0 25 561 0,999 0.26
Hyposoter fugitivus ichnovirus 506 6 2 0 32 546 0,999 0.25
Bacillus phage G * 14 46 122 12 344 538 0,999 0.25
Virus de glandula salival de Glossina pallidipes 500 4 2 0 3 509 0,999 0.23

En general, los fagos son poco abundantes en el ensilado de 16 horas e incrementan
paulatinamente su abundancia, con excepcion del fago de Lactobacillus LF1 que desaparece
al tiempo 5 (Figura 5).
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Figura 5. Grafico de abundancia seriada con los 37 OTUs dominantes en los ensilados de
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Agave salmiana. Las tonalidades méas oscuras tienen una mayor cantidad de secuencias
dentro de las muestras, mientras que las tonalidades mas claras tienen menos.
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El ensilado de 16 horas tiene un indice de Shannon-Wiener H = 0.044, a las 72 horas
H = 0.01, a las 164 horas H = 0.008, a las 288 horas H = 0.0003, lo que indica una caida
gradual de abundancia y riqueza, con un repunte a las 720 horas con H = 0.023. Resalta la
caida menos abrupta de riqueza con relacion a la abundancia, lo que indica que la
composicion viral es mas estable con respecto a la cantidad de transcritos, mientras que la

menor carga viral se alcanza a las 288 horas (Figura 6).
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Figura 6. Abundancia (A) y riqueza (B) del viroma asociado con ensilados de Agave

salmiana, en diferentes tiempos.

Los virus méas abundantes son los fagos de lactobacilos, donde Lactobacillus phage
Shal es la especie dominante, seguido de Lactobacillus phage LF1 aunque solo en los
primeros cuatro tiempos, Lactobacillus phage phiAT3 esta presente en todos los ensilados y
Lactobacillus phage phigle es menos abundante al tiempo 1. En conjunto, integran el 59.26%
del total de la biodiversidad. EI género Pandoravirus (10%) es el segundo mas abundante,
las especies Pandoravirus dulcis y salinus son considerados virus gigantes, el primero se
elimina al tiempo 5 y el segundo al tiempo 4. Los virus de la familia herpesviridae son el
tercer grupo en abundancia (4%) con Ictalurid herpesvirus 1, Abalone herpesvirus
Victoria/AUS/2009, Human herpesvirus 3 y Aotine herpesvirus 1; todos ellos desaparecen al
tiempo 4. Otro virus importante es el bracovirus de Cotesia congregata (2%), considerado
un virus simbidtico, que presenta una relacidn estrecha con las avispas parasitas, también
desaparece al tiempo 4 (Drezen et al, 2006). Se destaca la presencia del fago phiA1122 de
Yersinia (1 %), cuyos hospederos confirmados son Yersinia pestis y con menor frecuencia

Escherichia coli, por lo que se considera un indicador importante de riesgo epidemioldgico
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(Garcia et al, 2003), este disminuye desde el ensilado tres, desaparece en el ensilado 4 y
reaparece en el ensilado 5.

La diversidad del ensilado de 720 horas sugiere un proceso de descomposicion. Esto
se comprueba por el incremento en secuencias del fago G de Bacillus megaterium (de 14 en
T1a 344 en T5) una bacteria comun en el medio ambiente (Vary et al, 2007). Otros virus que
aparecen al final del proceso (720 horas) son: Lactobacillus phage LP65, Erwinia phage vB
EamM-Y2, Haloviruses, cuyo hospedero principal son arqueas hal6filas (Atanasova et al,
2015), Erwinia phage phiEa21-4, Lactobacillus phage phijl1, Camelpox virus, Acinetobacter
phage Ac42, Lactococcus phage P335, Lactococcus phage blL310, Lactobacillus phage
Lb338-1, Lactococcus phage blIL311, Lactococcus phage blL286, Lactococcus phage
bIL312, Autographivirinae, Lactococcus phage BK5-T, Lactococcus phage bIL309,
Enterobacteria phage phiEcoM-GJ1, Lactococcus phage ul36, Lactococcus phage blL285,
Synechococcus phage ACG-2014h, Lactococcus phage Tuc2009, Lactobacillus phage Lc-Nu
y Pectobacterium phage PML1. Si bien, nuevamente son preponderantes las BAL, el recambio
en el tipo (de Lactobacillus a Lactococcus) y la aparicion de generalistas, incluidos algunos
patogenos como el Camelpox y fagos cuyos hospederos son responsables de la pudricion del
material vegetal (Erwinia, Chorella y Paramecium), indican que la fermentacion ya no es

apta para el consumo por parte del ganado.

8.2 Diversidad beta

Existen diferencias significativas en la composicion y abundancia de virus entre ensilados
(Prueba de Friedman: y? = 645.24, p = 1.78 E*%), con la mayor divergencia entre el ensilado
de 16 horas con relacién al ensilado de 288 horas (T1 y T4 respectivamente), con un recambio
de hasta el 90%. EI valor de significancia fue corregido con el método de Bonferroni para
determinar mejor el umbral de error (alfa corregida = 1.05 E7). La composicién viral del
ensilado 2 (72 hrs) no difiere con relacion al ensilado 5 (720 hrs) ain con un recambio del
62.76% de las especies (Figura 7 y Tabla 3).
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representa el valor de recambio.
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Tabla 3. indice de similitud de Jaccard (bajo la diagonal) y valores de probabilidad

significativos en rojo (sobre la diagonal), corregidos por el método de Bonferroni (o = 1.05

E7). Entre paréntesis se indica el porcentaje de recambio.

T1 T2 T3 T4 T5
T1 1.07 £ 9.01 E¥ 7.16 E5 2.13 E#
T2 | 0.463 (69.94%) 4.98 E10 2.69 E18 0.01372
T3 | 0.334 (77.42%) 0.544 (65.34%) 7.33 E% 3.26 Bt
T4 | 0.134 (90.63%) 0.31(76.33%)  0.321 (80.98%) 9.09 2
TS5 | 0.465 (70.11%) 0.545 (62.76%) 0.429 (76.56%) 0.342 (79.4%)

Finalmente, el analisis NMDS mostro que la composicion viral al inicio del ensilado

correlaciona negativa y significativamente con ambos ejes de ordenamiento (R? axis 1 = 0.94;
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R? axis 2 = 0.8) y solo 4 especies, los fagos de Lactobacillus Shal, LF1, phiAT3 y phigle se
encuentran presentes a lo largo de todo el proceso, por lo que correlacionan positivamente
con el eje 1. No obstante, para el ensilado de 288 h, préacticamente solo Lactobacillus Shal
se correlaciona con el eje 1. Este modelo es adecuado para explicar la variacion en la

composicion viral pues tiene un Stress de 0.05 (Figura 7).
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Figura 8. Analisis multimétrico no dimensional (NMDS) de la composicién viral entre

ensilados de Agave salmiana, con diferentes tiempos de fermentacion.

9 DISCUSION

Los ensilados convencionales se obtienen a partir de material vegetal troceado, restos de
desbroce y desechos de legumbres, cuya humedad es alta y el contenido de fibra es bajo
(Chavira, 2016). Esto facilita el manejo, reduce la concentracion de metabolitos secundarios
y llegan al ensilado con un proceso previo de descomposicién que acelera la fermentacion
lactica. No obstante, el material utilizado en este trabajo estaba fresco, es rico en fibras y su

contenido de metabolitos secundarios hace mas dificil el tratamiento, por ello entender el
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recambio a lo largo del tiempo es esencial para garantizar que este tipo de material sea inocuo

para el ganado.

9.1 ENSILADO 1 (Tiempo 16 horas)

El ensilado de 16 horas contiene la mayor diversidad, con un total de 37 virus dominantes,
entre los que encontramos virus bacteriofagos, fitopatdgenos y zoonéticos, los cuales afectan
la inocuidad y la seguridad alimentaria.

Pandoravirus es el género con mayor abundancia dentro de ensilado, perteneciente a
la familia Pandoraviradeae, contiene las especies Pandoravirus dulcis y Pandoravirus
salinus considerados megavirus (DNA) su genoma supera el tamafio de algunas bacterias y
arqueas (Yutin y Koonin, 2013). Estos virus difieren de los demas por el tamafio de su
genoma (2.5 Mb) superando cualquier megavirus registrado hasta ahora. Ambos virus
infectan Acanthamoeba castellani (Sun et al, 2015) por lo que este protozoario patdgeno es
parte del microbioma al inicio del ensilado, su origen puede ser la contaminacion de la
muestra por excretas de aves y mamiferos. Por su presencia, la inocuidad del ensilado esta
comprometida, ya que es un virus nucleocitoplasmatico, modificando el citoplasma de su
huésped y reclutando mitocondrias para formar fabricas virales antes de la degradacion
completa del ndcleo celular (Andrade et al, 2018). Las investigaciones sobre este virus se
centran principalmente en su forma de aislamiento y caracterizacion bioldgica y taxondmica,
no obstante, no se han reportado en presencia de ensilados vegetales, ni en fermentacion
lacticas.

Se identificaron especies de virus que parasitan invertebrados de diferentes géneros
y familias, algunos con potencial para la fabricacion de biopesticidas. EI Bracovirus de
Cotesia congregata parasita a larvas de la avispa C. congregata en cultivos de tabaco
(Espagne et al, 2005). El iridovirus 22 de invertebrados fue aislado de una larva de mosca
negra Simulium spp. (Piégu et al, 2014) que infectan principalmente invertebrados pero
también se tiene registros en anfibios especialmente ranas sanas, las cuales se alimentaban
de grillos, no obstante su patogenicidad sigue sin estar clara (Stohr et al, 2016). Aunque se
desconoce especificamente la capacidad de biocontrol del virus contenido en el ensilado, en
trabajos previos se documentd la capacidad infecciosa de un iridovirus aislado de camaledn

para causar mortalidad, entre el 20 y 35 % en grillos (Weinmann et al, 2007).
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El virus iridiscente 6 de invertebrados puede inducir una respuesta inespecifica en
mamiferos aunque es incapaz de ingresar en estos hospederos, esto hace al virus inofensivo
ante el ganado ya que no se puede establecer una infeccion productiva (Ahlers et al, 2016).
Tiene potencial en el control bioldgico contra algunas pestes de invertebrados, como en
escarabajos Phyllophaga vandinei los cuales causan grandes dafios en cultivos de cafa de
azucar y arboles frutales. Se demostré que el virus incrementa significativamente la
mortalidad tanto en hembras y machos, muriendo dos dias después de ser infectados (Jenkins
et al, 2011). Aunque infectan invertebrados (coledpteros y lepidopteros) de importancia
medica y agricola, no en todos los casos ocasionan infecciones letales en las poblaciones
hospedadoras, sin embargo se puede mejorar su letalidad a través de un Iridovirus
recombinante que posee una neurotoxina especifica para insectos (Gencer et al, 2020). Al
infectar la larva de los insectos con el virus se demostrd una mortalidad del 100%,
especialmente en las larvas de los lepidopteros de Helicoverpa armigera, Lymantria dispar
y Euproctis chrysorrhoea y en larvas de coleopteros de Tenebrio molitor (Gencer et al, 2020).
De cualquier forma, su uso como control bioldgico requiere mas estudios.

El virus de la hipertrofia de las glandulas salivales de Glossina pallidipes infecta a G.
pallidipes (mosca tse-tse) y Musca domestica (mosca domestica) ocasionando la hipertrofia
mencionada y la reduccion de la fecundidad. La mosca tse-tse, es un vector de importancia
de la tripanosomiasis humana africana (enfermedad del suefio) y la tripanosomiasis animal
africana (nagana) en Africa subsahariana, perjudicando la salud humana y del ganado
(Kariithi et al, 2012). Aunque la abundancia de este virus con potencial de biocontrol no
supera el 1% de abundancia dentro del ensilado, es de interés biotecnologico y no se habia
reportado en otros ensilados.

El virus Apoechima cinerarium nucleopolyhedrovirus es un bioinsecticida, su accion
radica en la enzima quitinasa capaz de degradar la quitina, ocasionando la licuefaccion en
insectos. Su efectividad es del 100% en larvas de Bombyx mori ocasionando perforaciones
en la membrana peritréfica (Qinghua et al, 2015).

Dentro del ensilado se encuentran dos virus de la familia polydnavirus, son
simbidticos transportados por avispas endoparasitos y transmitidos a los huéspedes en su
forma de oruga durante la parasitacion (Djoumad et al, 2013). ElI Hyposoter fugitivus

ichnovirus se replica en los ovarios de algunas avispas endoparasitas como en Hiposter
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fugitivus (D. Xuy Stoltz, 1993). Son necesarios para el desarrollo del huésped y se consideran
simbiontes virales. La expresion de los genes modifica la respuesta inmune del huésped y su
desarrollo, favoreciendo el desarrollo del parasitoide (Dorémus et al, 2014). También se
identificd virus Glypta fumiferanae ichnovirus simbionte de la avispa parasitoide Glypta
fumiferanae (Stairs, 1983).

Sin embargo, en este ensilado también encontramos algunos virus de interés para la
salud publica. Los virus de la familia herpesviridae son el tercer grupo en abundancia (4%)
considerados virus patdgenos capaces de provocar enfermedades significativas,
especialmente en personas inmunodeprimidas, asociados con ciertos tipos de canceres y
pueden permanecer latentes después de la infeccidn inicial (Korsantia et al, 2024). Ictalurid
herpesvirus 1 es el virus que se encuentra con mayor diversidad dentro del ensilado, afecta a
los peces ciprinidos (Radosavljevi¢ et al, 2019). EI Abalone herpesvirus Victoria/AUS/2009
provoca ganglioneuritis viral del abulon, responsable de grandes pérdidas de este molusco
marino criado en vida silvestre o acuicultura dentro de Australia y Asia (Corbeil et al, 2016).

Cyprinid herpesvirus 3 miembro de la familia Alloherpesviridae, es una enfermedad
letal y sumamente infecciosa entre la carpa comun y los peces koi. Se propaga en todo el
mundo, ocasionado pérdidas masivas en poblaciones silvestres y de cultivo, se ha detectado
ADN viral en el habitat durante el brote de la enfermedad, e inclusive 3 meses después del
brote, pero el estudio se basé en la deteccidn del genoma viral y no en la infectividad (Rakus
et al, 2013). Se encuentra activo entre temperaturas de 15 a 28°C y puede subsistir en las
células no infectadas a temperaturas no permisivas, ademas puede mantenerse durante largos
periodos dentro del organismo volviendose a activar cuando se regresa a temperatura
aceptante (Dishon et al, 2007). Los peces pueden ser vacunados, no obstante, después de ser
inmunizados pueden convertirse en portadores (Gotesman et al, 2013). Cyprinid herpesvirus
1 relacionado estrechamente con el virus anterior, no obstante causan enfermedades
diferentes (Waltzek et al, 2005). Afectan a los peces de la familia Cyprinidae ocasionado la
viruela del pescado, que cuenta con registros desde 1563 y se propaga en todo el mundo de
manera silvestre y en cautiverio. Provocando lesiones papilomatosas benignas en el epitelio
de la carpa comun, ocasionando grandes pérdidas dentro de la acuicultura (Radosavljevié¢ et
al, 2019). Por lo tanto el ensilado, al menos en esta fase; debe contar con controles de manejo

y calidad para evitar contagios en cultivos acuicolas. La presencia de todos estos herpesvirus
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sugiere que el material vegetal se expuso en algin momento a heces de aves alimentadas con
peces de cultivo.

El Human herpesvirus 3 afecta solamente a células humanas, agente causal de
varicela como del herpes zoster son potencialmente mortales. Ha sido reportada como un
posible evento adverso después de la vacunacién contra COVID-19. Es un virus presente en
todo el mundo, depende de la edad pero es poco frecuente en infantes, oscila entre 1.2y 3.4
por cada 1000, los méas susceptibles son los pacientes geriatricos (>65 afios) aunque afectando
principalmente a inmunodeprimidos, presenta mayor tasa de mortalidad en mujeres que en
hombres, si bien se puede prevenir por medio de la vacunacion (Patil et al, 2022). No hay
una fuente de contaminacion clara, aunque es posible que las personas que realizaron la
extraccion del material vegetal lo hayan introducido y sean portadores.

Aotine herpesvirus 1 fue aislado de las células de rifidn de mono bdho (Daniel et al,
1971). En Paraguay se identifico por primera vez un mono de la misma especie que
presentaba un cuadro clinico letal, provocado por este virus, se mantenia en contacto con sus
cuidadores pero no se menciona si tuvieron afecciones (Vetter et al, 2024). Aunque tiene un
gran potencial como virus zoondtico en primates no humanos, aln no se cuentan con registros
de casos en humanos. Dentro de este tiempo de fermentacion, se presenta muy poca
inocuidad, volviéendose peligroso para el consumo del ganado, ademas de que existen virus
que solo se pudieron identificar hasta el orden Herpesvirales, los cuales abarcan virus que
infectan una gran gama de animales, desde moluscos hasta humanos (Davison et al, 2008).

Por otra parte, el virus de Phaeocystis globosa parasita a la microalga marina que
forma floraciones. Pertenece a la familia Phylocodnavidae, considerado un megavirus de
doble cadena de ADN, esta familia se caracteriza por infectar algas marinas (Wilson et al,
2006). Este virus afecta la estructura quitinosa de P. globosa responsable de capturar grandes
cantidades de carbono inorganico, impidiendo la formacion de estructuras en forma de
estrella enriquecidas con carbono, aumentando el pastoreo por parte de herbivoros, el virus
es responsable de una significativa mortalidad en sus poblaciones (Sheik et al, 2012).

Nuevamente la fuente de contaminacidn pueden ser aves acuaticas.
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9.2  ENSILADO 2 (Tiempo 72 horas)

En contraste con el ensilado 1 la concentracion de riqueza y abundancia segun el indice de
Shannon-Wiener decae gradualmente, de los 37 OTU’s dominantes desaparecen los virus
dsADN (ADN bicentenario) sin estadio de RNA, los cuales usualmente son virus que
infectan arqueas (Prangishvili et al, 2016). Los bacteriofagos son los virus representativos
dentro del ensilado 2, con dominancia por parte del Fago LF1 de Lactobacillus, seguido por
los megavirus (Pandodavirus dulcis y P. salinus). Sin embargo, la cantidad de secuencias de
virus sin clasificar ain son de importancia.

De igual manera, disminuyeron notoriamente los herpesviridae lo que indica una
mejora en la inocuidad. Aunque adn se encuentra el Human herpesvirus 3 que representa un
riesgo de salud. También hay algunos virus con potencial en el control bioldgico contra

invertebrados como Invertebrate iridovirus 22.

9.3  ENSILADO 3(Tiempo 164 horas)

En este punto, hay un recambio de bacteriéfagos tipo lambda como Lambdalikevirus y
Enterobacteria phage lambda. Estos virus requieren una presion osmotica positiva para la
penetracion de su material genético y algunos cationes polivalentes suprimen su capacidad
de liberacion del ADN de la capside del fago (Evilevitch et al, 2003), esta supresion de
actividad puede ser ocasionada por cambios en el pH durante la fermentacion. De igual
manera, estos bacteriofagos son sensibles a temperaturas elevadas que pueden causar
inestabilidad o desnaturalizacion de sus proteinas (Campbell, 1961). De igual forma, en este
ensilado se elimina Apocheima cinerarium nucleopolyhedrovirus que tiene potencial

biotecnoldgico como control bioldgico contra larvas de Bombyx mori (Qinghua et al, 2015).

9.4  ENSILADO 4 (Tiempo 288 horas)

Al paso del tiempo el recambio aumenta y la diversidad disminuye favoreciendo la inocuidad,
sobre todo en este ensilado donde solo se encuentran 12 especies de virus, de los cuales
destacan los bacteriéfagos con mayor concentracion predominando el Fago Sha 1 de
Lactobacillus.

Este ensilado contiene la mejor composicién, ya que no se encuentra ningun virus

zoonotico. No obstante, contiene virus sin clasificar, por lo que no se puede asegurar con
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certeza su seguridad alimentaria. Actualmente, se han identificado alrededor de 32,000 virus
patbgenos para mamiferos, aunque las estimaciones calculan méas de 3,000,000
desconocidos, con lo que el riesgo potencial es enorme (Siddell et al, 2023). La clasificacion
de los virus es una tarea compleja, debido a su abundancia en el planeta, es un grupo diverso
debido a que estan relacionados con procesos ecoldgicos y con hospederos de todos los
dominios de la vida (Alarcon et al, 2018).

Esta limitacion en la informacion respecto a la clasificacion y funcionamiento de los
virus enfatiza la importancia de estos virus no identificados en los ensilados. En nuestro caso,
las secuencias no asignadas deben ser aisladas, secuenciadas en su totalidad y asignadas por
un éarbol filogenético a un grupo similar. Muchas veces se requiere también una
caracterizacién por microscopia electronica de barrido conjugado con su ligando para
establecer afinidades y tropismos, finalmente también es necesario definir la estructura de su
genoma (tipo de material genético, marcos de lectura, transcriptomas, etc.)(Siddell et al,
2023).

En la fermentacion del ensilado T4, disminuye la diversidad de OTU’s (Séenz et al,
2023) mientras que dentro de este ensilado los Lactobacillus aumentaron su prevalencia, lo
que indica que la comunidad de bacterias acido lacticas (LAB) domina el microbioma del
ensilaje de la pulpa de Agave salmiana. El incremento observado en fagos de Lactobacillus,
estd asociado con una mayor produccion de acido lactico en un tiempo de 10 a 12 dias
(Alcantar-Morales et al, 2024).

9.5  ENSILADO 5 (Tiempo 720 horas)

En este tiempo existe un repunte en la abundancia y concentracion de especies, los factores
clave que afectan la calidad del ensilado compuesto de material vegetal, son la temperatura
del ensilado, concentracion del oxigeno y la manipulacion del silo. Cuando se abre el silo 0
si existe algun fallo en la cubierta, el entorno hermético se perturba ocasionando que el
entorno anaerdbico se invierta en aerdbico (Junga y Travnicek, 2015). El incremento de las
secuencias del fago G el cual es un fago virulento de Bacillus megateium indican que ha
iniciado el proceso de descomposicion, ya que produce una enzima litica que destruye la

pared celular bacteriana, ocasionado que se liberen los fagos (Murphy, 1957).
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En este punto el recambio del virus es mayor al 70%, mostrando un resurgimiento en
la riqueza del viroma. Los fagos de Erwinia, Chorella y Paramecium son indicadores de un
cambio funcional en la calidad del ensilado. Son modificados por factores fisico-quimicos
dentro del ensilado, como en la sanidad, fuentes de carbono, relacién carbono nitrégeno,
aireacion, exposicion a la luz, densidad en la poblacién y el total de moléculas de sélidos
suspendidas (Khanjani et al, 2022). Aun asi persiste la actividad de fermentacion lactica,
mediada por Lactococcus sp y Lactobaicllus, esto es demostrado por la dominancia de los
bacteriofagos Shal y phigle que persisten durante todo el ensilado.

9.6 BACTERIOFAGOS

Los fagos son los predominantes con el 59.6% del total de la biodiversidad evaluada, y entre
ellos los méas abundantes pertenecen al género Lactobacillus. En un estudio de la
fermentacion sobre repollo, zanahoria y nabos, los lactobacilos dominaban el microbioma.
Las muestras contenian en su mayoria virus de dsSADN con algunos virus SSADN y RNA
eucariotas originados de materia prima, asi como fagos infectantes de las familias
Lactobacillaceae y Enterobacteriaceae (Gendre et al, 2025). Estos virus pueden alterar la
ecologia y evolucién de las poblaciones en las comunidades a través de la lisis de bacterias,
facilitar la transferencia horizontal de genes y alterar el metabolismo de carbono del
hospedero (Puxty y Millard, 2022). Ademas, regulan la dindmica de fermentacion
relacionados con el ciclo de nutrientes en el ensilado (Wang et al, 2024). Los fagos de
bacterias acido lacticas (BAL) pertenecen al orden Caudovirales, con estructuras proteicas
de insercion del material genético, constituido por dsSADN (White et al, 2022). Incluyen a las
familias Myoviridae, Siphoviridae y Podoviridae, que pueden infectar varios géneros
bacterianos, incluidos Lactobacillus y Pectobacterium (anteriormente Erwinia), propios de
los ensilados que evaluamos (Villion, 2009).

Algunos estudios de ensilados anteriores, mostraron que los principales fagos
pertenecen a los Caudovirales y Geplafuvirales, que infectan principalmente a
Campylobacterales y Enterobacterales. Debido a su rango de hospederos mas amplio, los
fagos virulentos y no patdgenos dominan. Estos virus comparten un gen de pirofosfokinasa
de ribosa-fosfato (prsA), lo que sugiere un papel en la regulacién del metabolismo del

carbono durante el ensilado (Wang et.al, 2024).
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El reemplazo de Lactobacillus a Lactococus, se ha reportado anteriormente en
ensilados, demostrando una gran tolerancia a la acidez por parte tanto de hospederos como
de los virus (Ohmomo et al, 2002). En nuestros resultados también ocurre el mismo
reemplazé al final del proceso (Caudovirales a Skunavirus) y varios factores determinaron
las poblaciones de BAL en los silos, como las propiedades de los materiales vegetales. Este
cambio puede deberse al bajo pH inicial de la pulpa de agave, que contribuye a la seleccion
de bacterias tolerantes a la acidez (Alvarez et al. 2015).

Los fagos que se encuentran durante todo el ensilado pertenecen a la familia
Siphoridae, los cuales infectan a Lactobacillus spp, estos fagos pueden ser del tipo
temperados (sin actividad infecciosa) o virulentos, los que dominan el ensilado son del primer
tipo. Estos virus no presentan una amenaza para las BAL, ya que tienen la capacidad de
integrarse en el ADN del huésped, permaneciendo en un estado latente hasta que existan
condiciones que activen el estado litico (White et al, 2022).

La metagenomica viral (fagoomica) ha demostrado la prevalencia, abundancia y el
papel de los fagos durante la fermentacion. Existen estudios realizados en Kimchi, donde
indican que las comunidades virales tienen una asociacion con los origenes geograficos que
las comunidades bacterianas. Aungue existen lagunas dentro de estas investigaciones, por la
existencia de virus que no se alinean con ningun virus anteriormente clasificado. Existen
pocos estudios sobre métodos de extraccion especificos para fagos en comparacion con las
extracciones estandar de metagenomas, limitando su funcionamiento dentro del microbioma
(White et al, 2022).

Podemos concluir que ain no existen los suficientes estudios para entender la
interaccién completa de los fagos en el microbioma. Sin embargo, se resalta que los fagos
tienen una gran aplicacién biotecnoldgica, especialmente en el biocontrol dentro de los
ensilados pues la interaccion fago-BAL reduce la eficiencia del ensilado llevando a un
deterioro aerdbico del proceso, de igual manera la riqueza del microbioma dentro del ensilado
genera una variacién importante en la calidad del proceso, ya sea a favor o en contra de la
eficiencia (Ohmomo et al, 2002). En cuanto a la inocuidad, durante el proceso, es notorio que
la contaminacion inicial del material genera una amplia diversidad y potencial patdgeno, pero
el propio proceso de fermentacion elimina gradualmente estos riesgos generando un alimento

propicio para el ganado a las 288 horas.
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10 CONCLUSIONES

El uso del Agave salmiana como materia prima para realizar ensilados, demostroé ser una
alternativa plausible de los ensilados convencionales, debido a su inocuidad alimentaria y su
aceptable calidad en la fermentacion. Su interaccion en el microbioma, demuestra que al
pasar del tiempo su diversidad disminuye, el tiempo de fermentacion de 288 horas es el que
demuestra una mejor composicion, ya que Unicamente encontramos virus bacteriéfagos de
Lactobacillus, sin ningln virus zoonético o de importancia medica. La fermentacion lactica
persiste en todas las muestras, mediada por las bacterias acido lacticas, ya que los fagos
prevalecen durante todos los tiempos de fermentaciones. Después de las 720 horas la calidad
del ensilado disminuye, por el repunte en la diversidad de virus no pertenecientes al tipo
bacteriofagos. En todas las muestras, podemos encontrar virus con potencial biotecnolégico,
por ejemplo para control biologico contra invertebrados; no obstante, también se encuentran
virus que afectan a la acuicultura esto puede deberse a la contaminacion cruzada. Este estudio
tomd relevancia como la primera aproximacion dirigida exclusivamente para el viroma,
aungue aun existen lagunas debido a la falta de registros, duplicaciones en las muestras y por

la contaminacion cruzada en la materia prima.
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