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RESUMEN

Este estudio se centra en la investigacion de las comunidades bacterianas
endofitas presentes en el receptaculo de los frutos de la fresa (Fragaria ananassa)
cultivados en sistemas organicos en Cerro Blanco - Calana, Tacna. El objetivo
principal fue analizar la diversidad y composicion de estas comunidades bacterianas
presentes en los cultivos organicos de fresas. Se espera que los resultados
proporcionen informacion relevante sobre la interaccion entre las bacterias
enddfitas y las fresas en entornos de agricultura organica, contribuyendo asi al
conocimiento del microbiota asociado a este cultivo en condiciones de produccion
sostenible. Se realizd el muestreo bioldgico en tres variedades de fresa: Criolla,
Monterrey y San Andreas, con el objeto de obtener el ADN existente en el
microbiota del receptaculo de la fresa, aplicando el estudio metagendémico, que nos
permitié obtener especies bacterianas en el entorno indicado. De esta manera, se
aplico el estudio de las regiones V3-V4 del gen ADNr 16S, que nos permitié
realizar la identificacion de las especies existentes en las tres variedades. Se
determind las comunidades bacterianas existentes en el receptaculo de las tres
variedades de fruto de la fresa (Fragaria ananassa) presentes en los cultivos
organicos de Cerro Blanco - Calana, Tacna, siendo los siguientes: Bacillus
zanthoxyli, Bacillus subtilis, Bacillus xiamenensis, Bacillus wiedmannii, Priestia

flexa y Clostridium perfringens, pertenecientes al filo Bacillota y las especies
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Enterobacter mori, Pantoea conspicua, Rosenbergiella epipactidis y Tatumella
ptyseos que pertenecen al filo Pseudomonadota.

Palabras clave: Comunidades bacterianas, endéfitas, fresa, cultivos organicos.
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ABSTRACT

This study focuses on the investigation of the endophytic bacterial
communities present in the receptacle of strawberry fruits (Fragaria ananassa)
grown in organic systems in Cerro Blanco - Calana, Tacna. The main objective was
to analyze the diversity and composition of these bacterial communities present in
organic strawberry crops. The results are expected to provide relevant information
on the interaction between endophytic bacteria and strawberries in organic farming
environments, thus contributing to the knowledge of the microbiota associated with
this crop under sustainable production conditions. Biological sampling was carried
out in three strawberry varieties: Criolla, Monterrey and San Andreas, in order to
obtain the DNA existing in the microbiota of the strawberry receptacle, applying
the metagenomic study, which allowed us to obtain bacterial species in the indicated
environment. In this way, the study of the V3-V4 regions of the 16S rDNA gene
was applied, which allowed us to identify the existing species in the three varieties.
The bacterial communities existing in the receptacle of the three varieties of
strawberry fruit (Fragaria ananassa) present in the organic crops of Cerro Blanco
- Calana, Tacna are determined, being the following: Bacillus zanthoxyli, Bacillus
subtilis, Bacillus xiamenensis, Bacillus wiedmannii, Priestia flexa, Clostridium

perfringens, belonging to the phylum Bacillota and the species Enterobacter mori,
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Pantoea conspicua, Rosenbergiella epipactidis and Tatumella ptyseos that belong
to the phylum Pseudomonadota.

Keywords: Bacterial communities, endophytes, strawberry, organic crops.



l. INTRODUCCION

En la comunidad agricola de Cerro Blanco - Calana, Tacna donde la
poblacién se dedica con pasion al cultivo de diversos frutos, destaca la presencia
arraigada de la fresa, adaptada a lo largo de los afios mediante el aprovechamiento
de los recursos hidricos de los pozos locales. En este contexto, surge la importante
necesidad de comprender la comunidad bacteriana endofita que reside en los frutos
de la fresa, considerando el papel crucial que las bacterias desempefian al aportar
metabolitos esenciales para el crecimiento y la madurez de este apreciado fruto.

El proposito fundamental de este estudio fue determinar las comunidades
bacterianas enddfitas que coexisten en los frutos de tres variedades de fresas
cultivadas en Cerro Blanco, empleando enfoques metagendmicos para explorar la
composicion microbiana. Este conocimiento profundo no solo busca revelar la
diversidad bacteriana, sino que servird para investigaciones futuras, ademas
comprender las complejas interacciones que estas comunidades bacterianas
establecen con las fresas, asi como también, avanzar con el mejoramiento
biotecnoldgico de los frutos de la fresa, aprovechando el potencial de estas bacterias
para optimizar la calidad y rendimiento de la cosecha en diferentes cultivos de la

region Tacna.



La estructura de este estudio se despliega en seis capitulos, cada uno
contribuyendo de manera integral al entendimiento y avance del conocimiento en
este &mbito:

En el primer capitulo, se presenta el planteamiento del problema,
justificacion, hipotesis y objetivos, estableciendo el marco conceptual que guiara la
exploracion de las bacterias endofitas en los cultivos organicos de las variedades de
fresa en Cerro Blanco-Calana, Tacna. Asi como también, se presenta una revision
exhaustiva de los antecedentes internacionales, nacionales y regionales, respaldada
por un marco tedrico que engloba los conceptos y definiciones esenciales
relacionados con el estudio de las comunidades bacterianas endofitas en el fruto de
la fresa.

El segundo capitulo considera la metodologia que se empleé a lo largo de la
investigacion, delineando las estrategias y técnicas utilizadas para capturar la
riqueza microbiana presente en los frutos.

Los resultados de la investigacion se despliegan en el tercer capitulo,
proporcionando la plataforma necesaria para ser minuciosamente discutidos en el
cuarto capitulo, donde se analizan las implicaciones y hallazgos de manera critica.

La culminacién del estudio se refleja en las conclusiones derivadas de la
investigacion, asi como también, las recomendaciones pertinentes para orientar

futuras investigaciones en este apasionante campo de estudio.



1.1 Planteamiento del problema

En el idilico entorno de Cerro Blanco, en el distrito de Calana, Tacna — Perd,
la actividad agricola se centra en el cultivo de diversos frutos, destacando la fresa
como un cultivo arraigado que ha prosperado a lo largo de los afios. Este estudio
tiene como proposito fundamental identificar las bacterias endofitas presentes en
los frutos de las fresas cultivadas en esta localidad. A través de un enfoque
metagendmico, se busca explorar la composicion microbiana y comprender las
complejas interacciones que estas comunidades bacterianas mantienen. Este
conocimiento se traducira posteriormente en mejoras biotecnoldgicas para
potenciar la calidad y rendimiento de los frutos de la fresa.

El planteamiento del problema se formula de la siguiente manera: ;Qué
especies bacterianas endofitas estaran presentes en los frutos de los cultivos
organicos de la fresa?

1.2 Justificacion del problema

La poblacién de Cerro Blanco, dedicada al cultivo de diversos frutos
alimentada por pozos de agua dulce locales, ha visto en la fresa un cultivo adaptado
a sus condiciones geograficas. La necesidad de comprender la comunidad
bacteriana enddéfita en estos frutos surge como un elemento esencial para optimizar
su crecimiento y madurez, dado que se reconoce que las bacterias aportan

metabolitos cruciales para este proceso.



El estudio se centra en la identificacion de especies bacterianas en los frutos
de la fresa a través del anélisis del ADN metagenémico.
1.3 Hipdtesis
Se postula que en los cultivos organicos de Cerro Blanco - Calana, Tacna, se
identificaran bacterias endofitas en los frutos de la fresa (Fragaria ananassa). Este
estudio permitira revelar la riqueza y diversidad de estas bacterias, contribuyendo
asi al entendimiento de las interacciones microbianas en este entorno especifico y
proporcionando informacion valiosa para el mejoramiento biotecnoldgico de los
cultivos de fresa en la region.
1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general
El objetivo general del presente es determinar las comunidades bacterianas
endofitas existentes en el fruto de la fresa (Fragaria ananassa) presentes en los
cultivos organicos de Cerro Blanco- Calana, Tacna.
1.4.2 Objetivos especificos
Los objetivos especificos son:
» Realizar la extraccion y purificacion del ADN metagenémico bacteriano
existente en la fruta de la fresa.
« Solicitar por servicio la secuenciacion de las regiones V3-V4 de los genes

ARNTr 168 bacterianos.



» Realizar el analisis bioinformético de las secuencias V3-V4 obtenidas de
cada muestra.
« Proceder al analisis estadistico de las especies de bacterias obtenidas.

1.5 Antecedentes de la investigacion

1.5.1 Antecedentes Internacionales

Fueron De Melo et al., (2012) quienes han caracterizado por el uso
simultaneo de métodos dependientes e independientes del cultivo, para investigar
las comunidades bacterianas endofitas en frutos de fresa (Fragaria x ananassa).
Los &cidos nucleicos se extrajeron de la fruta de la fresa y se sometieron a
electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante. Se aislaron un total de 92
endofitos bacterianos y se agruparon inicialmente por su patron de bandas de PCR
palindrémico extragénico repetitivo y sus caracteristicas bioquimicas. EIl analisis
filogenético de las secuencias del gen ARNr 16S de 45 representantes mostré que
los aislados pertenecian a las especies Bacillus subtilis, Bacillus sp., Enterobacter
sp., Enterobacter ludwigii, Lactobacillus plantarum, Pseudomonas sp., Pantoea
punctata y Curtobacterium citreum.

Ademas, fueron Moura et al., (2021), en su estudio de bacterias endofitas de
las plantas de fresa que controlan el moho gris en las frutas a través de la produccion
de compuestos antifungicos contra Botrytis cinerea L. cuyo objetivo fue evaluar el
potencial biolégico de bacterias endofitas aisladas de plantas de fresa para el control

biolégico de la pudricidn gris. Probaron con seis cepas en pseudofrutos de fresa, de



las cuales dos de cinco cepas seleccionadas pertenecieron al género Bacillus y uno
al género Pantoea sp. Las cepas seleccionas fueron capaces de inhibir mas del 80%
de crecimiento micelial de Botrytis cinerea L. por la produccion de compuestos
difusibles y el 90% por la produccion de compuestos antifingicos volatiles.

En la investigacion de Sangiorgio et al., (2022) realizaron un estudio sobre
la composicion taxondmica y funcional del microbioma de la fresa dependiendo del
genotipo, estableciendo como objetivo, proporcionar la primera descripcion
completa del microbioma bacteriano y fungico, funcional y taxonomico de los
organos subterraneos y superficiales de tres genotipos de fresa comercialmente
importantes en condiciones de cultivo. Por lo cual, se caracterizaron mediante
secuenciacion de proxima generacion y las funciones potenciales expresadas por el
microbioma bacteriano, donde se analizaron mediante la caracterizacion tanto in
silico como in vitro de las capacidades de promocion del crecimiento vegetal de las
bacterias nativas, demostrando la presencia de clases como Actinobacteria,
Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria y Bacteroidia.

Ryan et al., (2008) encontraron bacterias endofitas practicamente en todas
las plantas estudiadas, donde colonizaron los tejidos internos de la planta huésped
y formaron una variedad de relaciones diferentes como simbidtica, mutualista,
comensalista y trofobidtica. La mayoria de los endofitos parecen originarse en la
rizosfera o filosfera; sin embargo, algunos se transmitieron a través de la semilla.

Las bacterias enddfitas pueden promover el crecimiento y el rendimiento de las



plantas y pueden actuar como agentes de biocontrol. Los end6fitos también pueden
ser beneficiosos para su huésped al producir una variedad de productos naturales
que podrian aprovecharse para su uso potencial en medicina, agricultura o industria.

Fue Mercado (2015), quien afirmé que los endofitos se definen como
bacterias y hongos que pueden ser detectados en un momento determinado en el
interior de los tejidos de plantas aparentemente sanas y sin producir sintomas
visibles. Las potentes aproximaciones metagenomicas y las metodologias
independientes del cultivo microbiologico estan revelando la enorme complejidad
que tienen las comunidades endofitas, mucho mayor que la adquirida mediante las
tradicionales técnicas cultivo-dependientes, enriqueciendo nuestro conocimiento
sobre la diversidad y abundancia de los microbiomas enddéfitos. Es importante
subrayar que la capacidad endofita de una determinada bacteria debe ser verificada
mediante técnicas de microscopia, ademas de demostrar su capacidad de colonizar
los tejidos internos de la planta a partir de la inoculacion de semillas desinfectadas.
Por tanto, el simple aislamiento desde tejidos desinfectados en superficie no es
criterio suficiente para considerar a un endéfito como tal.
1.5.2 Antecedentes Locales y Nacionales

El anexo de Cerro Blanco, comprension del distrito de Calana, se encuentra
ubicado a 769 m.s.n.m. con clima templado, seco y estable. Cuenta con suelo
favorable para la produccion de frutales, hortalizas, y diversificacion de actividades

en las explotaciones agrarias. La mayoria de explotaciones agrarias se apartan del



modelo de intensificacion y especializacion productiva, que se presenta
normalmente como dominante y coherente con la tendencia general de evolucién
del sistema productivo, desarrollando diversas actividades productivas, asi también
es evidente la pluriactividad, es decir la realizacion de diversas actividades
laborales que realizan los componentes de la familia, la decision de una produccion
en vergel viene siendo cuestionada debido a la baja rentabilidad que les generaria a
los productores agrarios (Olivera, 2016).

La produccion de diversas variedades de frutos de la fresa, fue establecido
en Cerro Blanco hace unos afios, sosteniendo su produccién con riego tecnificado
proveniente de los pozos de agua del sector de Cerro Blanco y usando productos
organicos como abonos organicos (del proyecto Haku Wifiay, Tacna- Fondo de
Cooperacion para el Desarrollo Social (Foncodes)).

A nivel nacional no se ha realizado a la fecha, ningun estudio relacionado
con la identificacion de bacterias endofitas en los frutos de alguna variedad de la
fresa, utilizando la metagendmica.

1.6 Fundamento Tedrico
1.6.1 Fresa (Fragaria ananassa)

La fresa es una planta herbacea, perenne, pertenece al orden Rosales, familia

Rosaceae, sub familia Rosoideae, género Fragaria con mas de 20 especies y 1 000

variedades. La fresa cultivada proviene del cruzamiento entre Fragaria virginiana



del Este de Norteamérica y Fragaria chiloenesis, "fresén chileno™ una planta
originaria de Chile y las costas del Pacifico (Olivera, 2012; Chiqui y Lema, 2010).

La planta necesita suelos con un pH ligeramente &cido a neutro (6,0 a 7,0)
y con una conductividad eléctrica no superior a 2 mmhos/cm, no se desarrolla bien
en suelos salinos. Se recomienda suelos francos arenosos, ya que filtra mejor que el
suelo arcilloso. Se adapta a diferentes condiciones de temperatura, pero prefiere
climas templados con temperaturas de 18 a 22 °C durante la fructificacion y de 23
a 28 °C para un optimo crecimiento de la planta, especialmente en los cultivares de
dia cortos. Existen variedades que se adaptan a climas calidos y pueden
desarrollarse sin que la planta tenga un periodo previo de acumulacion de horas
frio, pero para lograr mejores rendimientos y precocidad, algunos cultivares exigen
un periodo de frio inferior a 7 °C (Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego, 2008).

La fresa produce estolones de pequefio tamafio y alcanza una altura de
40 cm. Tiene raices fibrosas, con un desarrollo superficial. El tallo denominado
corona, es corto, con tres tipos de yemas que producen nuevas coronas que forman
inflorescencias, constituido por un eje corto de forma conica, donde se observan
numerosas escamas foliares. Las hojas aparecen en roseta y se insertan en la corona,
son largamente pecioladas y provistas de dos estipulas rojizas. Su limbo esta
dividido en tres foliolos pediculados con bordes aserrados, con un gran nimero de
estomas (300-400/mm?), por lo que pueden perder cantidades de agua por

transpiracion (Olivera, 2012).
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El fruto de la fresa es una infrutescencia, cuya parte carnosa, el cual
corresponde al receptaculo y los verdaderos frutos son las semillas que lo recubren
y se llaman aquenios. Ellos son los que producen las hormonas que estimulan el
engrosamiento del receptaculo floral. Por problemas de fecundacion pueden
aparecer deformaciones en el fruto, al no desarrollarse todos los aquenios. En una
misma inflorescencia se pueden encontrar frutos primarios, secundarios y
terciarios; el tamafo del fruto y el nimero de aquenios varian segun el orden de
aparicion de los frutos. EI tiempo entre la polinizacion y la maduracién del fruto
puede ser de 20 a 50 dias. Los frutos grandes primarios que maduran en la primavera
lo hacen con bajas temperaturas y cuando hay menos polen disponible, por lo que
son irregulares en forma y maduran en 30 dias. La mayor parte de las frutillas que
son cosechadas con altas temperaturas abren sus flores cuando el polen es
abundante, son algo méas pequefias, pero mas regulares en forma, y maduran en
23 dias aproximadamente (Quispe y Orellana, 2017).

En el Per existen diversas variedades de fresa, las cuales se han introducido
en paises como Estados Unidos, Europa y otras regiones del mundo. Las variedades
de dia corto, sembradas entre abril y mayo se adaptan al clima costero peruano,
mientras que las variedades neutras se pueden cultivar durante todo el afio. Para la
sierra, en valles interandinos y valles abrigados se recomienda las variedades de dia

corto (Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego, 2008).
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Entre las variedades existentes, Monterrey es un cultivar de dia neutro, que
sobresale por su firmeza superior e indice de madurez, presenta un diametro de
aproximadamente 3,12 cm, muy parecido a la variedad Albién. También, por el
mejor sabor y potencial para su uso en consumo fresco y en la industria de alimentos
(Lépez-Valencia et al., 2018).

San Andreas es un cultivar de dia neutro moderado con produccion similar
a Monterrey y Albion y poca produccion de estolones en verano (Olivera, 2012).
Tambien, presenta una excelente calidad de fruta, similar a ambas variedades.
Ademas, un excelente sabor, con poca necesidad del frio en viveros, y es resistente
a enfermedades (Eurosemillas, 2020).

La variedad Criolla es un tipo de variedad que se introdujo desde Arequipa
a Tacna hace unos afios, carece de informacion bibliografica actualmente.

1.6.2 Bacterias Enddfitas

Las bacterias asociadas con las plantas pueden ser beneficiosas o dafinas.
Todas las superficies vegetales tienen microorganismos sobre ellas (epifitos), asi
como algunos microorganismos viven dentro de las plantas (endéfitos). Algunos de
ellos son permanentes y otros temporales (Mangui, 2006).

El término "enddéfito™ se deriva de las palabras griegas "endon” que significa
dentro, y "phyton"que significa planta. Las bacterias endéfitas que habitan dentro
de los tejidos de la fresa sin causar dafio alguno al hospedero durante una parte de

su ciclo de vida, establecen asociacion simbiotica y producen grandes beneficios
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para el crecimiento de las plantas. Las bacterias endofitas cumplen una gran
diversidad de funciones como promotoras de crecimiento vegetal, control biolégico
sobre una diversidad de fitopatdgenos, mejora en la eficiencia de los procesos de
fitoremediacion de compuesto tdxicos en la rizdsfera (Perez y Chamorro, 2013).

Las bacterias se encuentran entre los microorganismos que colonizan a las
plantas en forma sucesiva a medida que estas maduran. Para observar las células
bacterianas individuales se necesita un microscopio, sin embargo, grandes
poblaciones de bacterias se vuelven visibles en forma de agregados en medio
liquido, como biofilms en plantas, suspensiones viscosas taponando los vasos de
las plantas, 0 como colonias en placas de Petri en el laboratorio. Asimismo, se
requieren poblaciones de 10”6 UFC/ml o superior para que las bacterias puedan
funcionar como agentes de control biologico, con fines benéficos, o como
patogenos, causando enfermedades infecciosas en la planta (Mangui, 2006).

Las bacterias como patdgenos vegetales pueden causar enfermedades
graves y econdmicamente devastadoras, desde manchas mosaicos o pustulas en
hojas y frutos, hasta la muerte de las plantas. Algunas de las causas son, la distorsion
de las hojas y tallos relacionados con hormonas, llamada fascinacion o agalla de
corona, una proliferacién de células vegetales que producen un abultamiento en el
cuello de las plantas y sus raices (Mangui, 2006).

Por otro lado, se han encontrado en investigaciones, microorganismos

benéficos presentes en los biopreparados de muestras vegetales en tres pisos



13

altitudinales (1 950 m.s.n.m, 2 250 m.s.n.my 2 550 m.s.n.m). En el cultivo de fresa,
se identificaron Bacillus subtilis/famyloliquefaciens, Bacillus licheniformis,
Lactobacillus spp., Lactobacillus delbrueckii spp., Lactobacillus plantarum y
Pediococcus damnosus (Alvarez et al.,, 2018). Tambien, se han descubierto
comunidades bacterianas endodfitas presentes en raices y tallos de plantas de fresa.
Por ejemplo, bacterias endofitas con similitudes en los géneros: Azotobacter,
Pseudomonas, Erwinia, Acinetobacter, Enterobacter, Citrobacter,
Flavobacterium, Pantoea, Xanthomonas y Agrobacterium (Mutiana, 2018). Por
otro lado, en otro estudio, se ha encontrado en los tejidos meristematicos en las
variedades Camarosa y Oso grande de la fresa, las siguientes bacterias endofitas:
Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Sphingopyxis sp., Bacillus sp. y
Virgibacillus sp. (Dias et al., 2009).

Segun Ramirez, (2012) en su estudio, el género predominante dentro de los
microorganismos endofiticos aislados de la fresa fue Pseudomona sp., que
demostro ser capaz de solubilizar nutrientes y producir fitohormonas.

1.6.3 Metagendémica de comunidades bacterianas

La metagendmica es una técnica de secuenciacion de nueva generacion
(NGS) que se presenta como un método confiable para la microbiologia en general,
ya que va a permitir identificar la totalidad de microorganismos presentes en una

muestra, a nivel de género y especie, a través de la amplificacion y secuenciacion
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de su ADN, sin necesidad de que sean cultivables en el laboratorio (Lorenzo et al.
2018).

Por lo tanto, la metagendémica se divide en dos categorias: la metagenémica
funcional, basada en descubrir genes con una funcién determinada basada en el
tamizado de una biblioteca metagendmica y la metagenomica estructural, la cual a
partir de la secuenciacion de ADN metagendmico se realizan analisis
bioinformaticos para tratar de responder dos preguntas importantes ¢Qué
microorganismos estan presentes?, y ¢qué hace cada uno de ellos? (Rivera et al.,
2021).

El analisis metagenomico de las comunidades bacterianas se basa en la
secuencia del gen ARNr 16S, un polirribonucle6tido de unos 1 500 nucle6tidos
codificados por el gen rrs, también denominado ADN ribosomal 16S (ADNr 16S).
El ARNr 16S se pliega como una secuencia nucledtida de cadena sencillay adquiere
una estructura secundaria que se caracteriza por tener segmentos de doble cadena
que permiten la formacién de asas y hélices.

Esta molécula es reconocida como un poderoso marcador universal debido
a que se encuentra en todos los organismos conocidos. Su estructura parece
mantenerse por largos periodos de tiempo y, dado que su funcién no ha cambiado,
los cambios en la secuencia probablemente son aleatorios. Sin embargo, los ARNr
poseen suficiente variabilidad para distinguir no solo los organismos mas distantes,

sino también los mas cercanos, y es posible diferenciar especies, cepas o variedades.
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Ademas, el tamafio relativamente largo de los ARNr 16S
(1 500 nucledtidos) minimiza las fluctuaciones estadisticas, y la conservacion de su
estructura secundaria favorece el alineamiento preciso durante la comparacion de
secuencias.

El ARNr 16S contiene nueve regiones (V1-V9) relativamente conservadas
o hipervariables, que brindan la mayor informacion util para estudios filogenéticos
y taxonomicos. Las regiones conservadas son muy importantes para disefar
iniciadores universales que permiten la amplificacion de diferentes regiones
hipervariables de la gran mayoria de los ARNr 16S de los microorganismos
presentes en una comunidad (Valenzuela-Gonzalez et al., 2015).

Las regiones V1-V4 tienen dos ventajas cuando se trata de la asignacion
taxondmica: (i) proporcionan una alta resolucion para distinguir entre especies
debido a su elevada variabilidad; (ii) existen un mayor nimero de secuencias
parciales correspondientes a estas regiones en las bases de datos, facilitando la
asignacion taxondémica (Barcelos, 2018). Es importante también elegir bien los
cebadores que se van a utilizar. Los mas utilizados amplifican la region V3-V4 del
gen ADNr 16S, con base en su “universalidad” para la mayoria de las especies
bacterianas (Del Campo-Moreno et al, 2018).

Se han realizado investigaciones con la finalidad de identificar las
poblaciones bacterianas utilizando el analisis metagenémico, como, por ejemplo,

se identifico comunidades bacterianas de la rizosfera de la quinua (Chenopodium
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quinoa) en diferentes suelos. Se amplificé la region hipervariable V3-V4 del gen
ARNr 16S, empleando llluminaMiseq en FISABIO (Espafia). Después, Se utiliz6
FastQC y SEED?2 para el procesamiento de secuencias, lo que permitié obtener
67 235 secuencias normalizadas de 430 a 470 nucleétidos. Se clasifico las
secuencias en la plataforma de RDP11 (Ribosomal Database Project). Finalmente,
se identifico géneros como: Arthrobacter, Pseudomonas, Flavobacterium, Gaiella,
y Paenibacillus (Mancilla, 2019).

Otro estudio determind la comunidad microbiana del suelo, rizosfera y hojas
de la planta del banano (Musa x paradisiaca L.) bajo manejo organico y
convencional. El analisis se baso en la secuenciacion de la region V3-V4 del gen
del ARNr 16S para bacterias, lo que permitié caracterizar y distinguir los
microorganismos. Se identificdé mayor diversidad en el suelo y la rizosfera bajo
manejo convencional, se encontré que la abundancia de los filos Proteobacteria y
Bacteroidetes es mayor en suelo y rizosfera bajo manejo organico, mientras que los
filos Acidobacteria y Actinobacteria fueron mas abundantes en el manejo

convencional (Zapata et al., 2022).



1. MATERIALES Y METODOS

2.1 Tipoy Disefio del Estudio

El tipo de estudio serd observacional, porque no habra manipulacién de la
variable; prospectivo, porque los datos a obtener seran a propoésito del estudio;
transversal, porque se realizara una sola medicion a la misma poblacion; y
descriptivo, porque el analisis estadistico sera univariado (Supo, 2014).
2.2 Poblacién y Muestra
2.2.1 Poblacion

Se tomo en consideracion los cultivos ubicados en las parcelas de la familia
Monasterio, que tenian 3 Ha. para fresa, su ubicacion es en el distrito de Calana en
la provincia de Tacna, en la zona identificada como Cerro Blanco (Latitud
17°58°25.1” S, Longitud 70°11°04.9” W), en el anexo 1 se muestra la
geolocalizacion.
2.2.2 Muestras

El presente trabajo conto con 9 muestras en total, 3 muestras de la variedad
Criolla, 3 muestras de la variedad San Andreas y 3 muestras de la variedad
Monterrey.
2.3 Operacionalizacion de Variables

La siguiente tabla muestra la operacionalizacion.
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Tabla 1

Operacionalizacion de variables

Variables Indicadores Escala De Medicion
VI: Variedadesde =~ ADN Génomico. 100 ng de ADN
frutos de fresa. metagendmico.
VD: Comunidades = OTUs (Unidades Especies bacterianas
bacterianas Taxondmicas identificadas.
enddfitas. Operativas). Arbol filogenético.

2.4 Definicién de Conceptos Operacionales
2.4.1 Variedades de Fresa

La fresa pertenece al orden Rosales, de la familia Rosaceae, la sub familia
Rosoideae, del género Fragaria con mas de veinte especies y 1 000 variedades.

Existen mas de 1 000 variedades de fresas en el mundo. Segun el estudio de
la fresa en el Perl y el mundo, las variedades mas conocidas de fresas que se
cultivan en el Pert son Camarosa, Chandler, Tajo, Sern, San Andreas, Monterrey,
entre otras. Las diferentes variedades de fresas se pueden distinguir por su tamafio,
forma, color, sabor, textura y aroma. Segun el Ministerio de Agricultura (2012), los
cultivares de dia neutro son aquellos donde el fotoperiodo no influye en la floracion,
como en los cultivares de dia corto (necesitan un fotoperiodo corto de 12 horas de
luz), la temperatura o la acumulacion de horas frio tampoco induce la floracion. Los
frutos son firmes, de color rojo intenso y de buen sabor. Las variedades que son

cultivares de dias neutros son San Andreas y Monterrey.
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2.4.2 Comunidades Bacterianas Enddfitas
Las bacterias son microorganismos procariotas unicelulares que presentan
un tamafio entre 0,5y 5 um, por lo general, con diversas formas, incluyendo esferas,
bastones y espirales. Ellas son los organismos mas abundantes del planeta. Son
ubicuas, encontrando esta comunidad en todo habitat de la tierra, creciendo en el
suelo, en manantiales calientes y acidos, en desechos radioactivos, en las
profundidades del mar y de la corteza terrestre (Marcano, 2008).
2.5 Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos
2.5.1 Materiales y Equipos
Reactivos
e Hipoclorito de sodio (1%) para la desinfeccién del material vegetal.
e Agua destilada ultrapura para el enjuague de las muestras.
e Caldo BHI (Brain Heart Infusion). Utilizado en el proceso de cultivo
bacteriano.
e Tampén TAE 1X (Tris-Acetato y EDTA) (500 ml) para el
procesamiento de ADN.
Materiales
e Bolsas de polietileno estériles para el transporte y almacenamiento de
las muestras.
e Proteccion personal (EPP). Incluyendo guantes, batas, y mascarillas

para garantizar condiciones asépticas.



[}
Equipos

20

Kit de extraccion de ADN Genomico (GenElute Bacterial Genomic
DNA Kits- NA2110-1Kt) para la extraccion del ADN bacteriano.
Placas Petri. Utilizadas en el cultivo y procesamiento de las muestras.
Morteros de porcelana estériles para la trituracion de los receptaculos de
las variedades de frutos.

50 Tubos Eppendorf de 1,5 ml para el almacenamiento y procesamiento
de muestras.

50 Tubos de elucién de 1,7 ml. Utilizados en el proceso de extraccion
de ADN.

Tampon de carga de ADN (1 ml) para la preparacién de las muestras
para la amplificacion.

Micropipetas de vol. 0,5-10 ul, 10-100 ul y 20- 200 pl.

Puntas para Micropipetas de volumen 0,5-10 pul, 10-100 ul y 20-200 pl.

Espectrofotometro de microplacas Biotek Epoch 2 UV-VIS para
determinar la concentracién y pureza del ADN extraido.
Microcentrifuga de 16 000 g. Utilizada en la centrifugacion de muestras.
Cabina de flujo laminar y Cabina para PCR. Garantiza condiciones
asépticas durante la manipulacion de las muestras.

Sistema horizontal de electroforesis para analizar la calidad del ADN.
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e Fotodocumentador. Utilizado en la documentacion de geles de

electroforesis.

e Ordenador portatil LENOVO para el procesamiento y analisis de datos.

e Impresora multifuncional EPSON para la impresion de documentos y

registros.
2.5.2 Ambientes
Laboratorio de Biotecnologia Enzimatica de la Universidad Nacional Jorge Basadre
Grohmann.

Estos materiales, equipos y ambientes fueron esenciales para llevar a cabo
el procesamiento de las muestras, la extraccion del ADN, y la preparacion de las
muestras para la secuenciacion. La combinacion de técnicas moleculares vy
microbiologicas permitird analizar las comunidades bacterianas presentes en los
frutos de fresa con un enfoque metagenomico.

2.6 Procesamiento y Analisis de datos

El procesamiento y analisis de datos en este estudio sobre las fresas y sus
comunidades bacterianas implica varias etapas que van desde la preparacion de las
muestras hasta la interpretacion de los resultados obtenidos. A continuacion, se
describe detalladamente este proceso:

2.6.1 Tomas de Muestras y Cultivo Bacteriano
Para el muestreo, se esper0 el final del ciclo de produccién de la fresa.

Posteriormente, se recolecto por cada variedad, 15 frutos (de 3 plantas diferentes se
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obtuvo 5 frutos) distribuidas en el area de campo, obteniendo un total de 45 frutos
recolectados en Cerro Blanco-Calana, Tacna.

Se llevo los frutos inmediatamente al laboratorio y se proceso. Se uso el
hipoclorito de sodio (NaClO) para la desinfeccion del material vegetal a una
concentracion de 1%, con un tiempo de 5 minutos. Después, se enjuago tres veces
con agua destilada estéril.

Se coloco en placas Petri para la diseccion de las frutas, obteniendo el
receptaculo de cada fruto.

Después, se procedié a triturar los cinco receptaculos de los frutos
recolectados de cada planta segun su variedad en diferentes morteros previamente
esterilizados, obteniendo un total final de 9 muestras listas para sembrar (3 de la
variedad Criolla, 3 de la variedad San Andreas y 3 de la variedad Monterrey)

Luego, se sembro en 9 matraces (de 25 ml) de Caldo BHI cada una de las
muestras, y se incubo por 48 horas a una temperatura de 28 °C.

Seguidamente, se filtro el caldo en papel filtro y se centrifugé en una
minicentrifuga a 14 000 rcf por 2 minutos.

2.6.2. Extraccion y Cuantificacion de ADN

Para la extraccién de ADN bacteriano, en una cabina para PCR se utilizé el

kit comercial GenElute Bacterial Genomic DNA Kits- NA2110-1Kt, siguiendo las

indicaciones del fabricante (Anexo 8).
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Ademas, se determind su concentracion y pureza con un espectrofotémetro
de microplacas Biotek Epoch 2. La cuantificacion se realizé en ng/ul basada en la
medicién de la absorbancia a 260 nm (Ley de Beer-Lambert). La calidad del ADN
se analizd a través de la ratio de la absorbancia a 260/280, donde una relacion de
absorbancia entre 1,8-2,0, asi se considerd un ADN de buena calidad. La integridad
del ADN bacteriano también se evalud por electroforesis en gel de agarosa al 1%
(p/v), y después, se visualizd en un fotodocumentador de geles con transiluminador
uVv.

Las muestras conteniendo el ADN genomico bacteriano fueron enviadas a
la empresa Macrogen Inc. (Gangnam-gu, Seul, Corea del Sur) para su
secuenciacion por el método Miseq del Sistema Illumina, donde las muestras de
ADN genomico fueron utilizadas como plantilla para generar amplificacion de
regiones V3-V4 del gen ARNr 16S utilizando cebadores Bakt 341F:
CCTACGGGNGGCWGCAG vy Bakt_805R: GACTACHVGGGTATCTAATCC

siguiendo el protocolo de PCR sugerido por IHlumina.
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2.6.3 Anélisis Bioinformatico y Estadistico

2.6.3.1 Pre-Procesamiento y Agrupamiento (por CD-HIT-OTU
Miseg/FLX).

Se filtré las lecturas cortas y se recortd las colas extralargas. Luego, se
agrupd las lecturas filtradas con una identidad del 100% mediante CD-HIT-DUP,
programa auxiliar que se utilizd para ayudar en el andlisis de datos, eliminando
duplicados de lecturas de secuenciacién (con un paso opcional para detectar y
eliminar lecturas quiméricas). Se identificd las lecturas quiméricas. También, se
incorpor0 los grupos secundarios con los grupos primarios. Tambien, se elimind las
secuencias de ruido en grupos de tamafio “x” o inferior. Donde “x” se calcul6
estadisticamente, para determinar cuando las secuencias son demasiado raras para
ser consideradas significativas. Ademas, las lecturas representativas restantes de
grupos no quiméricos se agruparon utilizando un algoritmo codicioso en OTU en
un limite de OTU especificado por el usuario (por ejemplo, 97% de identificacion
a nivel de especie, para ser agrupadas juntas).
2.6.3.2 Pre-Procesamiento y Agrupamiento (por rDNA Tools PacBio).

Estos pasos proporcionan una visién general del preprocesamiento y
agrupamiento de datos de rDNA obtenidos mediante tecnologia PacBio.

Primero, se filtrd las lecturas ambiguas y se recortd las colas extralargas. Luego se
identifico quimeras eliminadas (Archivos referenciales. — RDP (Ribosomal

Database  Project)y como la base de datos de  ribosomas
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https://mothur.org/wiki/rdp_reference_files/). Después, se generd los archivos y se

agrupd por el Método Average Neighbor.

2.6.3.3. Asignacion Taxonomica y Estadisticas de Diversidad

Se utilizé las secuencias representativas de cada OTU para asignar su
taxonomia.

Se construyd los arboles filogenéticos a partir de secuencias representativas
de OTUs alineadas filtradas. Ademas, se produjo resultados de graficos con calidad
mediante visualizacion y analisis estadistico.

El proceso para el ensamblaje de las secuencias V3-V4 se realiz6 en el
secuenciador MiSeq PE, con el programa FLASH, cuyos resultados dieron lecturas
ensambladas (fastq).

El andlisis de diversidad se realiz6 con QIIME, plataforma bioinformatica
de microbiomas de proxima generacion que es para realizar los analisis:

- Diversidad alfa, mediante el programa alfa_diversidad.py, para obtener los
OTUs, los indices de Chaol, Shannon, Simpson y Buena Cobertura.

- La taxonomia, mediante el programa UCLSUT es un método de
agrupacion que aprovecha USEARCH para asignar secuencias a grupos,
ampliamente utilizado, que incluyen mayor velocidad, menor uso de memoria,
sensibilidad mejorada, agrupamiento en identidades mas bajas y clasificacion de
conjuntos de datos mucho mas grandes y RDP(16S) es la principal base de datos de

secuencias de ADNr va a permitir la comparacion de secuencias on line, y otras


https://mothur.org/wiki/rdp_reference_files/
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muchas posibilidades (incluida la construccién de arboles filogenéticos), para
obtener la composicion taxondmica.

- El Arbol UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
mean) es un método de grupo de pares no ponderados con media aritmética, también
conocido como enlace promedio; con el programa MEGA11 para obtener los
graficos de arboles UPGMA.

Las secuencias se agruparon en OTUs con una identidad de secuencia del
97% utilizando los métodos de agrupamiento del vecino méas cercano. Las
secuencias se clasificaron utilizando las referencias de la base de datos Ribosomal
Database Project (RDP) proporcionadas en Mothur. Las OTUs que sean singletons
y doubletons fueron eliminadas.

Las muestras se normalizaron a 6,886 secuencias cada una (el tamarfio de la
muestra mas pequefia) para garantizar que el andlisis no se viera influenciado por
las profundidades de secuenciacion diferencial. Los datos de secuenciacion del gen
bacteriano ARNr 16S Illumina se depositaron en la biblioteca NCBI BioProject.

Para evaluar la cobertura de la profundidad de secuenciacion, se realizé un
analisis de rarefaccion individual para cada muestra utilizando la funcion
'diversidad’ en Past 4.11. A la profundidad de secuenciacion analizada, todas las
rarefacciones individuales demostraron ser suficientes para inferir la composicién

y riqueza de la comunidad bacteriana en las muestras.
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El microbioma central se definié como las comunidades bacterianas que se
componen de OTUs que se detectaron en todos los genotipos de fresa y presentaron
en mas del 75% de las muestras. Los efectos del genotipo de fresa sobre la riqueza
de OTUs bacterianas se analizaron mediante andlisis bidireccional de varianza
(ANOVA), incorporando la prueba de normalidad de Jarque-Bera JB. Las elipses
coloreadas en las ordenaciones NMDS son intervalos de confianza del 95% de los
centroides de las especies para cada nivel de tratamiento.

El efecto significativo del genotipo de fresa de la comunidad bacteriana se
determind utilizando el andlisis bidireccional de similitud (ANOSIM) y el analisis
de varianza multivariado permutacional bidireccional (PERMANOVA) basado en
los datos de presencia-ausencia y la medida de distancia de Jaccard sobre 999
permutaciones. Dado que los datos de abundancia relativa de NGS pueden no usarse
completamente cuantitativamente, la composicion de la comunidad microbiana se
analizo utilizando conjuntos de datos de presencia/ausencia y abundancia relativa.

Este proceso integré técnicas moleculares, microbiologicas vy
bioinformaticas para caracterizar las comunidades bacterianas presentes en las
muestras de frutas de fresa. Desde la extraccion del ADN hasta el analisis
estadistico, cada paso contribuyé a comprender la diversidad bacteriana en los

frutos y su relacion con las variedades de fresas estudiadas.



I11.  RESULTADOS

3.1. Extraccion y Cuantificacion de ADN

El uso del Kit de extraccion de ADN genémico GenElute Bacterial Genomic
DNA Kits- NA2110-1Kt. permitio obtener ADN de buena calidad y cantidad. La
pureza y concentracion del ADN se estimd utilizando el espectrofotémetro de
microplacas Biotek Epoch 2. Se obtuvo ADN gendmico bacteriano de una
concentracion y calidad adecuada (Tabla 2). La concentracion de ADN bacteriano
estuvo comprendida entre 29,002 ng/ul y 78,260 ng/ul, con una media de 49 ng/ul.

La integridad del ADN también se evalud por electroforesis en gel de
agarosa al 1%, seguidamente se visualizé en un fotodocumentador de geles con

transiluminador UV (Anexo 11).



Tabla 2

Cuantificacion de ADN bacteriano en el espectrofotometro
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La secuenciacién se realizd por parte de la empresa Macrogen Inc.

(Gangnam-gu, Seul, Corea del Sur). Se envio las muestras con los requisitos que

indico Macrogen Inc. por muestra, una concentracion de 0,1 ng/pl y un volumen de

10- 15 pl/muestra. El tipo de lectura solicitado fue de pares emparejados, con una

longitud de 301 pares de bases. El Kit de biblioteca fue de Herculase 1l ADN

polimerasa de fusion Nextera XT Index V2 Kit. El protocolo de biblioteca de

secuenciacion metagendémica 16S y el secuenciador utilizado fue el MiSeq del

sistema lllumina.
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3.2 Ensamblaje de Lecturas

El ensamblaje de lecturas (301 bp) de las regiones V3-V4 del gen ADNr
16S bacteriano se utilizé para unir fragmentos de secuencias de ADN que se han
obtenido a partir de la amplificacion de la region V3-V4 del gen ADNr 16S
bacteriano. La secuenciacion de esta region permitid la identificacion de especies
bacterianas y la comparacion de su diversidad y composicion en diferentes
muestras. El ensamblaje de lecturas se realizé con un software especializado que
alined y unio las secuencias de ADN para generar una secuencia consenso mas larga
y precisa. Esta secuencia consenso se utilizo para la identificacion de especies y el
analisis de la diversidad y composicion de comunidades bacterianas. Los resultados
del ensamblaje de lecturas (301 bp) de las regiones V3-V4 del gen ADNr 16S
bacteriano se presentan en la tabla 3.
Tabla 3

Resultados del ensamblaje

No(r}lr:ebre Paresde  Recuento N CG AT Q20 Q30
muestra Bases lecturas (%) (%) (%) (%) (%)

Criolla 278 863 793 599498 0,0001 54,983 45,016 98,476 94,350
Monterrey 296 549 890 637870 0,0001 54,950 45,050 98,646 94,980

San 272 648927 586346 0,0001 55,486 44,513 98,716 95,183
Andreas

Nota: Al dividir la cantidad de pares de bases de nucleétidos obtenidos entre el
namero de lecturas se obtendra el tamafio promedio de las lecturas, es decir de los

amplicones ensamblados.
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Como se puede ver en la tabla 3, existe una descripcion general de las
columnas presentes en la tabla:

Nombre de muestra: Los nombres asignados a cada muestra ensamblada.

Bases totales: La cantidad total de bases nucleétidas en el ensamblaje para

cada muestra.

Recuento de lecturas: Numero total de lecturas utilizadas en el ensamblaje

para cada muestra.

N (%): Porcentaje de bases ambiguas (N) en el ensamblaje.

CG (%): Porcentaje de contenido de guanina y citosina (CG) en el

ensamblaje.

AT (%): Porcentaje de las bases totales que son adenina (A) o timina (T),

indicando la proporcién de las bases formadas por estos nucleotidos.

Q20 (%): Porcentaje de bases con una calidad de secuencia superior al valor

de calidad 20.

Q30 (%): Porcentaje de bases con una calidad de secuencia superior al valor

de calidad 30.

Se observa los datos especificos, en general, las muestras parecen tener
longitudes de ensamblaje bastante similares, con bases totales que varian entre 272
y 296 millones. Los recuentos de lecturas se presentan entre 586 346 y 637 870. El
porcentaje de bases ambiguas (N (%)) es muy bajo en todas las muestras (0,0001%),

lo cual es positivo. El contenido de CG varia entre el 54,950% vy el 55,486%, v el
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contenido de AT varia entre el 44,513% y el 45,050%, lo que sugiere diferencias
en la composicion de las secuencias entre las muestras. Los porcentajes de Q20 y
Q30 son altos en todas las muestras, indicando que la calidad de la secuencia es
generalmente alta. En resumen, estos resultados sugieren que el ensamblaje
realizado con FLASH fue exitoso, con secuencias de alta calidad y longitudes de
ensamblaje similares entre las muestras. La variacion en el contenido de CG podria
deberse a diferencias biologicas reales entre las muestras.

Figura l

Resultados de ensamblaje: pares de bases

Criolla
B Monterrey
M San Andreas

Bases totales

300,000,000
295,000,000
290,000,000
285,000,000
280,000,000
275,000,000
270,000,000

265,000,000

260,000,000

En la figura 1, se representa la distribucion de las tres variedades con el
numero de pares de bases, siendo el mayor la variedad Monterrey (296 549 890 bp),
seguido de la variedad Criolla (278 863 793 bp) y finalmente la variedad San

Andreas (272 648 927 bp).
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3.3 Pre-Procesamiento y Agrupamiento

En el preprocesamiento de las secuencias V3-V4 se realiz6 una serie de
pasos para limpiar y filtrar los datos brutos de secuenciacion antes de su analisis. El
preprocesamiento incluyd la eliminacién de secuencias de baja calidad, la
eliminacién de adaptadores y la eliminacion de secuencias cortas. El objetivo de
estos pasos fue mejorar la calidad de los datos y reducir el ruido en los datos de
secuenciacion.
Tabla 4.

Agrupacion de lecturas

Resultados de la Agrupacion (limite 97%)

Ne Nombre de muestra Lecturas
1 C1 47 557
2 C2 75 866
3 C3 84 675
4 M1 55 466
5 M2 64 220
6 M3 47 696
7 SAl 64 973
8 SA2 62 237
9 SA3 75 507

La tabla 4 indica los resultados de agrupacion realizada mediante CD-HIT-
OTU con un limite del 97%. Antes se realiza una descripcion general de las
columnas presentes en la tabla:

N°: Numero de identificacion de la muestra.

Nombre de muestra: Los nombres asignados a cada muestra.
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Lecturas: Numero total de lecturas después del preprocesamiento y
agrupacion, considerando un limite del 97%. Indica la cantidad de
secuencias agrupadas en unidades taxonémicas operativas (OTUSs).

Se observa que, las muestras estan numeradas del 1 al 9, y cada muestra
tiene un nombre asociado (por ejemplo, C1, M1, SA1, etc.). El recuento leido varia
entre las muestras, con valores que van desde alrededor de 47 000 a 84 000.
Tabla 5

Resumen de recuentos/muestras

Minimo 47 557,0
Maximo 84 675,0
Mediana 64 220,0
Media 64 244,1

Antes se realiza una descripcion general de las columnas presentes en la
tabla:

Minimo: NUumero minimo de secuencias por muestra.

Maximo: Numero maximo de secuencias por muestra.

Mediana: Numero que separa la mitad superior de una muestra de datos.

Media: Numero promedio de la secuencia de muestras.

En la tabla 5, observamos que el valor minimo de recuento por muestra es
47 557,0. Esto indica la menor cantidad de lecturas en una muestra individual.
Mientras que el valor maximo de recuento por muestra es 84 675,0. Esto indica la

mayor cantidad de lecturas en una muestra individual. También, la mediana del
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recuento por muestra es 64 220,0 y la media (promedio) del recuento por muestra

es 64 244,1.

Estos valores resumen la distribucion del recuento de lecturas por muestra.

La mediana y la media ofrecen medidas centrales, mientras que el minimo y el

maximo proporcionan informacion sobre la variabilidad en los recuentos de lecturas

entre las muestras. En conjunto, estos datos dan una vision general de la distribucion

y la variabilidad del recuento de lecturas en las muestras analizadas.

Tabla 6

Recuento de lecturas filtradas

Ambiguo 948
Prefijo o cebadores incorrectos 60 590
(Secuencia de prefijo o cebador) CCTACGGG[ACGT]GGC[AT]GCAG
Secuencias de baja calidad 11 405
Quimeras 41 152
Otro 1131 422

tabla:

Antes se realiza una descripcion general de las columnas presentes en la

Ambiguo: Secuencias filtradas con llamadas de base ambiguas

Baja calidad: Secuencias filtradas con bases de baja calidad (compensacién
del puntaje de calidad 33)

Quimera: Secuencias filtradas con lecturas quiméricas

Eliminacién de ruido: Secuencias filtradas con todo el resto del ruido
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Como se puede ver en la tabla 6, se presenta el recuento de lecturas filtradas
durante el proceso de analisis de secuencias: hay 948 lecturas que se consideraron
ambiguas, 60,590 lecturas tenian problemas con los prefijos o cebadores. Se
especifica la  secuencia  de prefijo 0 cebador  especifico.
CCTACGGG[ACGT]GGC[AT]GCAG, hay 11 405 lecturas que se consideraron
de baja calidad, también, hay 41 152 lecturas que se identificaron como quimeras y
finalmente, 1 131 422 lecturas se filtraron por otras razones no especificadas en las
categorias anteriores. Esto podria incluir problemas diversos que no se agruparon
en las categorias mencionadas anteriormente.

En resumen, esta tabla refleja los resultados del filtrado de lecturas para
eliminar aquellas que presentan problemas especificos, como ambiguedad, errores
en los cebadores, baja calidad, quimeras, y otros problemas no clasificados. Estos
pasos son comunes en el procesamiento de datos de secuenciacién para garantizar
la calidad de las lecturas utilizadas en analisis posteriores.

3.4 Asignacion taxonémica

Para la asignacidn taxonomica se clasificaron y organizaron los organismos
en categorias taxonémicas con base a sus caracteristicas bioldgicas y evolutivas.
Las categorias taxondémicas comenzaron desde niveles mas amplios hasta niveles
mas especificos. Las principales categorias taxondmicas, en orden descendente, son

dominio, reino, filo, clase, orden, familia, género y especie.
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3.4.1 Composicién Taxonomica a Nivel de Filo

El nivel de filo es una categoria taxonémica que agrupa varios ordenes
relacionados entre si. Los organismos dentro de un filo comparten caracteristicas
mas generales que aquellos en un orden, una clase o cualquier nivel inferior. Por
ejemplo, los filos Bacillota, Bacteroidota, etc.
Tabla 7

Composicion taxondmica de cada variedad hasta el nivel de filo

Filo Criolla Monterrey San Total (%)
Andreas
Bacillota 122 759 508 32084 155351 26,868
Bacteroidota 0 0 6 6 0,001
Cyanobacteriota 1081 76 3 1160 0,201
Pseudomonadota 84 258 166 798 170624 421680 72,930
Total 208 098 167 382 202717 578197 100,000

Esta tabla representa la distribucion de los filos en tres variedades diferentes
(Criolla, Monterrey y San Andreas), con los valores numéricos indicando el conteo
asociado. Una interpretacion simplificada indica que existen cuatro filos diferentes:
Bacillota, Bacteroidota, Cyanobacteriota y Pseudomonadota. el filo Bacillota
prevalece en la variedad Criolla (122 759 OTUs), seguida del filo Pseudomonadota
(84 258 OTUs) y Cyanobacteriota (1 081 OTUs). En cambio, en la variedad
Monterrey, prevalece el filo Pseudomanadota (166 798 OTUs) seguido de Bacillota
(508 OTUs). En la variedad San Andreas prevalecen los filos Bacillota (32 051

OTUs) y Pseudomonadota (170 624 OTUs). Puede generalizarse, que las tres
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variedades se encuentran mayor representadas por los filos Bacillota y
Pseudomonadota.
Figura 2

Representacion de los filos bacterianos en las tres variedades de fresa
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En la figura 2, se representa la distribucion de los filos en las tres diferentes
variedades de fruto de la fresa (Criolla, Monterrey y San Andreas), con los
porcentajes totales. Se indica que existen cuatro filos diferentes: Bacillota,
Bacteroidota, Cyanobacteriota y Pseudomonadota. El filo Bacillota prevalece en la
variedad Criolla (58,99%), seguida del filo Pseudomonadota (40,47%) y

Cyanobacteriota (0,52%). En cambio, en la variedad Monterrey, prevalece el filo
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Pseudomanadota (99,65%) seguido de Bacillota (0,3%). La variedad San Andreas
prevalecen los filos Bacillota (15,83%) y Pseudomonadota (84,17%).

El total muestra el porcentaje total de ese filo en todas las muestras combinadas.
3.4.2 Composicion Taxonomica a Nivel de Clase

El nivel de clase agrupa a varios ordenes relacionados entre si. Los organismos
dentro de una clase comparten caracteristicas mas especificas que aquellos en un
filo. Por ejemplo, las clases Bacilli, Clostridia, Flavobacteriia, etc.

Tabla 8

Composicion taxondmica de cada variedad hasta el nivel clase

Clase Criolla  Monterre San Total (%)
y Andreas

Bacilli 122 759 59 32084 154902 26,791
Clostridia 0 449 0 449 0,078
Flavobacteriia 0 0 6 6 0,001
Cyanophyceae 1081 76 3 1160 0,201
Gammaproteobacteria 84208 166 793 170624 421625 72,921
Alphaproteobacteria 50 5 0 55 0,01%

Total 208 098 167 382 202717 578197 100,000

En la tabla 8, representa la distribucion de las clases en las tres variedades
diferentes (Criolla, Monterrey y San Andreas), con los valores numéricos indicando
el conteo asociado. Una interpretacion simplificada indica que existen seis clases
especificas diferentes: Bacilli, Clostridia, Flavobacteriia, Cyanophyceae,
Gammaproteobacteria y Alphaproteobacteria. La clase Bacilli prevalece en la
variedad Criolla (122 759 OTUs), seguida de la clase Gammaproteobacteria (84

208 OTUs) y Cyanophyceae (1 081 OTUs). En cambio, en la variedad Monterrey,
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prevalece la clase Gammaproteobacteria (166 793 OTUs) seguido de Clostridia
(449 OTUs). Finalmente, en la variedad San Andreas prevalecen las clases
Gammaproteobacteria (170 624 OTUs) y Bacilli (32 084 OTUEs).

Figura 3

Representacion de las clases bacterianas en las tres variedades de fresa
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En la figura 3, observamos mas de cinco clases bacterianas identificadas en las tres
variedades del fruto de la fresa. La clase Bacilli es dominante en la variedad Criolla
(59%). La clase Clostridia esta presente solo en la variedad Monterrey (0,3%). La
clase Flavobacteriia estd presente solo en la variedad San Andreas (0,003%). La

clase Cyanophyceae estd presente en todas las variedades, pero dominante en la
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variedad Criolla (0,5%). La clase Gammaproteobacteria es dominante en todas las
variedades, especialmente en la variedad San Andreas (84,2%). Finalmente, se
identificO Alphaproteobacteria presente en muy bajas proporciones, en las
variedades Criolla y Monterrey.
3.4.3 Composicién Taxonomica a Nivel de Orden:

El nivel de orden es una categoria que agrupa a varias familias relacionadas.
Los organismos dentro de un orden comparten caracteristicas mas especificas que
aquellos en una clase. Por ejemplo, los ordenes Bacillales, Eubacteriales,
Flavobacteriales, etc.
Tabla 9

Composicion taxondmica de cada variedad hasta el nivel de orden

Orden Criolla Monterrey San Total (%)
Andreas

Bacillales 122 759 59 32 084 154902 26,791
Eubacteriales 0 449 0 449 0,078
Flavobacteriales 0 0 6 6 0,001
Oscillatoriales 1081 76 3 1160 0,201
Enterobacterales 84 208 166 793 170624 421625 72,921
Hyphomicrobiales 50 5 0 55 0,010

Total 208 098 167 382 202717 578197 100,000

En la tabla 9 se representa la distribucion de los ordenes en las tres
variedades diferentes (Criolla, Monterrey y San Andreas), con los valores
numéricos indicando el conteo asociado. Una interpretacion simplificada indica que
existen seis ordenes especificas diferentes: Bacillales, Eubacteriales,

Flavobacteriales, Oscillatoriales, Enterobacterales y Hyphomicrobiales. El orden
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Bacillales prevalece en la variedad Criolla (122 759 OTUs), seguida del orden
Enterobacterales (84 208 OTUs) y Oscillatoriales (1 081 OTUs). En cambio, en la
variedad Monterrey, prevalece el orden Enterobacterales (166 793 OTUSs) seguido
de Eubacteriales (449 OTUs). Finalmente, en la variedad San Andreas prevalecen
los ordenes Enterobacterales (170 624 OTUs) y Bacillales (32 084 OTUEs).

Figura 4

Representacion de las ordenes bacterianas en las tres variedades de fresa
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En la figura 4 observamos que el orden Bacillales son prominentes en la
variedad Criolla (59%), representando la mayor proporcion de la comunidad

bacteriana en comparacion con las otras muestras. El orden Eubacteriales esta
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presente solo en la variedad Monterrey y contribuye con una proporcion
relativamente baja (0,26%). El orden Flavobacteriales se encuentran solo en la
variedad San Andreas, pero en una proporcion muy baja (0,003%). EI orden
Oscillatoriales estan presentes en todas las variedades, con una proporcion mas
significativa en la variedad Criolla (0,51%). El orden Enterobacterales son
dominantes en todas las muestras, especialmente en Monterrey (99,648%) y San
Andreas (84,16%).

3.4.4 Composicién Taxonomica a Nivel de Familia

El nivel de familia agrupa a varios generos relacionados. Los organismos dentro de
una familia comparten caracteristicas mas especificas que aquellos en un orden. Por

ejemplo, las familias Bacillaceae, Clostridiaceae, etc.
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Tabla 10

Composicién taxondémica de cada variedad hasta el nivel familia

Familia Criolla Monterrey  San Andreas Total (%)
Bacillaceae 122 759 59 32 084 154 902 26,791
Clostridiaceae 0 449 0 449 0,078
Flavobacteriaceae 0 0 6 6 0,001
Aerosakkonemataceae 1081 76 3 1160 0,201
Enterobacteriaceae 399 43 61 805 62 247 10,766
Erwiniaceae 83 809 166 750 108 819 359 378 62,155
Parvibaculaceae 50 5 0 55 0,010

Total 208 098 167 382 202 717 578 197 100,000

En la tabla 10, representa la distribucion de las familias en las tres
variedades diferentes (Criolla, Monterrey y San Andreas), con los valores
numéricos indicando el conteo asociado. Una interpretacion simplificada indica que
existen siete familias especificas diferentes: Bacillaceae, Clostridiaceae,
Flavobacteriaceae, Aerosakkonemataceae, Enterobacteriaceae, Erwiniaceae y
Parvibaculaceae. La familia Bacillaceae prevalece en la variedad Criolla (122 759
OTUs), seguida de la familia Erwiniaceae (83 809 OTUs) y Aerosakkonemataceae
(1 081 OTUs). En cambio, en la variedad Monterrey, prevalece la familia
Erwiniaceae (166 750 OTUs) sequido de Clostridiaceae (449 OTUs). Finalmente,
en la variedad San Andreas prevalecen las familias Erwiniaceae (108 819 OTUs) y

Enterobacteriaceae (61 805 OTUs).
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Figura 5

Representacion de las familias bacterianas en las tres variedades de fresa
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En la figura 5, podemos observar que la familia Bacillaceae es dominante
en la variedad Criolla (59%) y contribuye significativamente en la variedad San
Andreas (15%). La familia Clostridiaceae estd presente solo en la variedad
Monterrey (0,27%). La familia Flavobacteriaceae esta presente solo en la variedad
San Andreas (0,003%). La familia Aerosakkonemataceae esta presente en todas las
variedades, pero es dominante en la variedad Criolla (0,52%). La familia

Enterobacteriaceae es dominante en la variedad San Andreas (30%). La familia
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Erwiniaceae es dominante en todas las variedades, especialmente en la variedad
Monterrey (99%).

Estos resultados proporcionan informacién sobre la composicion relativa
de las familias bacterianas en cada variedad, lo que puede ser Util para comprender
la diversidad y distribucion de las bacterias en los diferentes entornos.

3.4.5. Composicion Taxonémica a Nivel de Género

El nivel de género es un grupo que incluye una o varias especies
estrechamente relacionadas. Los organismos dentro de un género comparten
caracteristicas mas especificas que aquellos en una familia. Por ejemplo, en el
género Bacillus, se agrupan diferentes especies como el Bacillus zanthoxyli,

Bacillus subtilis, Bacillus xiamenensis, etc.
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Tabla 11

Composicién taxondmica de cada variedad hasta el nivel género

Género Criolla Monterrey San Andreas  Total (%)
Bacillus 122 759 6 3902 126 667 21,907
Oceanobacillus 0 0 3 3 0,001
Shimwellia 0 0 6 6 0,001
Priestia 0 53 28179 28232 4,883
Clostridium 0 449 0 449 0,078
Flavobacterium 0 0 6 6 0,001
Aerosakkonema 1081 76 3 1160 0,201
Enterobacter 399 43 61 799 62241 10,765
Winslowiella 0 0 274 274 0,047
Pantoea 83809 115995 108542 308346 53,329
Rosenbergiella 0 50 645 0 50645 8,759
Tatumella 0 110 3 113 0,020
Rhodoligotrophos 50 5 0 55 0,010

Total 208098 167 382 202717 578197 100,000

La tabla 11 representa la distribucion de los géneros en las tres variedades
(Criolla, Monterrey y San Andreas), con los valores numéricos indicando el conteo
asociado. Una interpretacion simplificada indica que existen trece géneros
especificos diferentes: Bacillus, Oceanobacillus, Shimwellia, Priestia, Clostridium,
Flavobacterium, Aerosakkonema, Enterobacter, Winslowiella, Pantoea,
Rosenbergiella, Tatumella y Rhodoligotrophos. EI género Bacillus prevalece en la
variedad Criolla (122 759 OTUs), seguida del género Pantoea (83 809 OTUs) y
Aerosakkonema (1 081 OTUs). En cambio, en la variedad Monterrey, prevalece el
género Pantoea (115 995 OTUs) seguido de Rosenbergiella (50 645 OTUs).
Finalmente, en la variedad San Andreas prevalecen los géneros Pantoea (108 542

OTUs) y Enterobacter (61 799 OTUSs).



48

Figura 6

Representacion de los géneros bacterianos en las tres variedades de fresa
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En la figura 6, podemos observar que los géneros mas dominantes en la
variedad Criolla es el género Bacillus (59%) y Pantoea (40%), en la variedad
Monterrey, los géneros que mas dominaron fueron, Pantoea (69%) Yy
Rosenbergiella (30%). También, la variedad San Andreas, estuvo dominado por los

géneros Pantoea (53%) y Enterobacter (30%).
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3.4.6 Composicién Taxonomica a Nivel de Especie

El nivel de especie, representa a la unidad mas bésica de clasificacion
taxondmica. Los organismos dentro de una especie comparten caracteristicas mas
especificas que aquellos en un genero. Por ejemplo, la especie Bacillus subtilis
pertenece al género Bacillus.
Tabla 12

Composicion taxondmica de cada variedad hasta el nivel especie

Especies Criolla  Monterrey San Total (%)
Andreas
Pantoea conspicua 83 809 115995 108 542 308 346 53,329
Bacillus subtilis 75 765 6 3863 79 634 13,773
Rosenbergiella epipactidis 0 50645 0 50 645 8,759
Bacillus xiamenensis 46 988 0 0 46 988 8,127
Enterobacter mori 399 43 61 799 62 241 10,765
Priestia flexa 0 53 28 154 28 207 4,878
Aerosakkonema funiforme 1081 76 3 1160 0,201
Clostridium perfringens 0 449 0 449 0,078
Winslowiella toletana 0 0 258 258 0,045
Tatumella ptyseos 0 110 3 113 0,020
Rhodoligotrophos jinshengii 50 5 0 55 0,010
Priestia flexa 0 0 25 25 0,004
Winslowiella toletana 0 0 10 10 0,002
Bacillus zanthoxyli 0 0 33 33 0,006
Bacillus zanthoxyli 0 0 6 6 0,001
Shimwellia blattae 0 0 6 6 0,001
Flavobacterium acidificum 0 0 6 6 0,001
Winslowiella toletana 0 0 6 6 0,001
Bacillus wiedmannii 6 0 0 6 0,001
Oceanobacillus chironomi 0 0 3 3 0,001
Total 208 098 167 382 202 717 578 197 100,000

En latabla 12, representa la distribucion de las especies identificadas en las

tres variedades (Criolla, Monterrey y San Andreas), con los valores numéricos
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indicando el conteo asociado. Una interpretacion simplificada indica que existen
las siguientes especies: Pantoea conspicua, Bacillus subtilis, Rosenbergiella
epipactidis, Bacillus xiamenensis, Enterobacter mori, Priestia flexa,
Aerosakkonema funiforme, Clostridium perfringens, Winslowiella toletana,
Tatumella ptyseos, Rhodoligotrophos jinshengii, Bacillus zanthoxyli, Shimwellia
blattae, Flavobacterium acidificum, Bacillus wiedmannii y Oceanobacillus
chironomi.

En la variedad Criolla prevalece mayormente Pantoea conspicua
(83 809 OTUs) seguido de Bacillus subtilis (75 765 OTUs) y Bacillus xiamenensis
(46 988 OTUs). En cambio, en la variedad Monterrey, domina Pantoea conspicua
(115 995 OTUs), seguido de Rosenbergiella epipactidis (50 645 OTUs).
Finalmente, en la variedad San Andreas también, prevalecen como mayor dominio,
la especie Pantoea conspicua (108 542 OTUs), seguido de la especie Enterobacter

mori (61 799 OTUs) y Priestia flexa (28 154 OTUs).
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Figura7

Representacion de las especies bacterianas en la variedad Criolla de fresa
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En la figura 7, se observa que la variedad Criolla tiene una presencia
significativa mayor de Pantoea conspicua (40,2%), siguiendo de Bacillus subtilis
(36,4%) y Bacillus xiamenensis (22,5%). Ademas, otras especies de la variedad
Criolla han tenido presencia menor al 1% (0,74%), como Aerosakkonema funiforme

(0,52%) y Enterobacter mori (0,19%) .



52

Figura 8

Representacion de las especies bacterianas en la variedad Monterrey de fresa
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En la figura 8 se observa que la variedad Monterrey esta dominada
mayormente por Pantoea conspicua (69,3%) y Rosenbergiella epipactidis (30,2%).
Ademas, otras especies de la variedad Monterrey han tenido presencia menor al 1%
(0,44%), como Clostridium perfringens (0,27%), Tatumella ptyseos (0,07%),
Aerosakkonema funiforme (0,05%), Priestia flexa (0,03%) y Enterobacter mori

(0,03%).
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Figura 9

Representacion de las especies bacterianas en la variedad San Andreas de fresa
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En la figura 9 se observa, que la variedad San Andreas parece tener una
diversidad considerable, tiene una presencia significativa de Pantoea conspicua
(53,5%) seguido de Enterobacter mori (30,4%), Priestia flexa (13,8%) y Bacillus
subtilis (1,9%). Otras especies tienen un porcentaje menor al 1%, como,

Winslowiella toletana (0,13%) y Priestia flexa (0,012%).
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Estas figuras proporcionan una vision detallada de la composicion de
especies bacterianas en cada muestra y que serdn Utiles para comprender la
diversidad y la distribucion de especies en las diferentes variedades.

3.5 Estadisticas de Diversidad

La estadistica de diversidad bacteriana se enfoco en el estudio de la
diversidad de microorganismos en diferentes variedades. Los indices de
biodiversidad sirvieron para medir la diversidad biolégica de una comunidad
microbiana. La riqueza comunitaria y diversidad se utilizaron para medir la
diversidad de especies en una comunidad microbiana. La riqueza comunitaria se
refirié al numero total de especies presentes en una comunidad, mientras que la
diversidad se refirio a la variabilidad de especies en una comunidad.

3.5.1 Riqueza y Diversidad de Comunidad

La evaluacién de la diversidad y la abundancia de los microorganismos
identificados se realizd mediante el analisis de la estructura de la comunidad
microbiana. La diversidad microbiana se midio utilizando el indice de Shannon, el
indice de Gini-Simpson, el indice de Chaol y de Buena Cobertura. La abundancia
microbiana se midié utilizando la frecuencia relativa de cada especie en la muestra.
Ademas, el andlisis de rarefaccion permitié comparar la diversidad entre diferentes
muestras que difieren en tamafio y extrapolar la diversidad calculando el numero
hipotético de especies presente en una muestra natural a través de estimadores de

riqueza como Chaol.
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Tabla 13

Riqueza y diversidad de la comunidad bacteriana

Muestra OTUs Chaol Shannon _G|n|- Buena Cobertura
Simpson
Criolla 17 17 0,071398237 0,015886551 0,999
Monterrey 19 19 0,153382787 0,040704644 0,999
. 23 23 0,465470201 0,202032818 0,999
Andreas

La tabla 13 muestra los resultados de un andlisis de diversidad microbiana.
Se observa en la tabla que, la variedad de San Andreas tiene el mayor nimero de
OTUs, la mayor estimacion de Chaol, y los indices de Shannon y Gini-Simpson
son los mas altos, lo que indica una mayor diversidad de especies microbianas en
esa variedad. La variedad Criolla tiene la menor diversidad, con el menor nimero
de OTUs, y los indices de Shannon y Gini-Simpson son los méas bajos. La variedad
Monterrey presenta valores intermedios para todos los indices de diversidad.

Las especies bacterianas obtenidas luego del anélisis bioinformético
realizado con las secuencias obtenidas y que han sido depuradas hasta tener como
minimo un valor de porcentaje de similitud de 97 %. En la tabla 14 nos muestran
que las secuencias de consulta coinciden con las secuencias de referencia con un
alto porcentaje de identidad y cobertura, y con valores de E muy bajos, lo que
sugiere una alta significancia estadistica en las coincidencias. Esto indica que las
secuencias de consulta son altamente similares a las secuencias de referencia y

pueden pertenecer a las especies bacterianas mencionadas.
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Especies bacterianas obtenidas y que fluctian entre 78,62 % y 99,77 % de

porcentaje de similitud.

Cobertura Porcentaje  Longitud
Especies bacterianas de Valor E de de N° de Acceso
Consulta identidad  accesion

Flavobacterium acidificum 100% 0.0 97,28 1432 NR_104962.1
Aerosakkonema funiforme 100% 4e-142 87,22 1338 NR_114306.1
Bacillus subtilis 100% 0.0 99,57 1550 NR_112116.2
Bacillus xiamenensis 100% 0.0 99,57 1513 NR_148244.1
Bacillus zanthoxyli 100% 0.0 96,83 1438 NR_164882.1
Bacillus zanthoxyli 100% 4e-157 89,44 1438 NR_164882.1
Bacillus wiedmannii 100% 0.0 99,77 1540 NR_152692.1
Oceanobacillus chironomi 100% 8e-164 90,29 1471 NR_043700.1
Priestia flexa 100% 0.0 99,79 1478 NR_113800.1
Priestia flexa 100% 0.0 93,20 1478 NR_113800.1
Clostridium perfringens 100% 0.0 99,55 1513 NR_121697.2
Rhodoligotrophos 100% 7e-75 78.62 1454 NR_134155.1
jinshengii
Tatumella ptyseos 100% 0.0 99,77 1494 NR_116283.1
Winslowiella toletana 100% 2e-169 90,91 1508 NR_104828.1
Enterobacter mori 100% 0.0 99,36 1522 NR_146667.2
Winslowiella toletana 100% 5e-161 89.80 1508 NR_104828.1
Rosenbergiella epipactidis 100% 0.0 99,36 1501 NR_126303.1
Pantoea conspicua 100% 0.0 99,14 1344 NR_116247.1
Winslowiella toletana 100% 2e-164 90.25 1508 NR_104828.1
Shimwellia blattae 100% 8e-179 92,27 1544 NR_074908.1
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En la tabla 15, podemos observar que los datos indican que la secuencia de
consulta de las siguientes especies coincide completamente con la secuencia de
referencia en la base de datos, con una alta significancia estadistica y un alto
porcentaje de identidad (mayor al 97%).

Tabla 15

Especies bacterianas aceptadas por ser superiores al 97 % de similitud.

Cobertura Valor Porcentaje Longitud

Especies bacterianas de E de de N° de Acceso
Consulta identidad  accesion

Bacillus subtilis 100% 0.0 99,57 1550 NR_112116.2
Bacillus xiamenensis 100% 0.0 99,57 1513 NR_148244.1
Bacillus zanthoxyli 100% 0.0 96,83 1438 NR_164882.1
Bacillus wiedmannii 100% 0.0 99,77 1540 NR_152692.1
Priestia flexa 100% 0.0 99,79 1478 NR_113800.1
Clostridium perfringens 100% 0.0 99,55 1513 NR_121697.2
Tatumella ptyseos 100% 0.0 99,77 1494  NR_116283.1
Enterobacter mori 100% 0.0 99,36 1522 NR_146667.2
Rosenbergiella epipactidis 100% 0.0 99,36 1501 NR_126303.1
Pantoea conspicua 100% 0.0 99,14 1344 NR_116247.1

Antes se realiza una descripcion general de las columnas presentes en la
tabla:

Especies bacterianas: Es el nombre de la especie bacteriana analizada

Cobertura de Consulta: Indica el porcentaje de cobertura de la secuencia de
consulta en comparacion con la secuencia de referencia en la base de datos.

Valor E: Es una medida de la expectativa de encontrar una coincidencia
entre la secuencia de consulta y la secuencia de referencia por casualidad. Un valor

de E bajo indica una alta significancia estadistica de la coincidencia.
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Porcentaje de identidad: Indica el porcentaje de similitud entre la secuencia
de consulta y la secuencia de referencia.

Longitud de acceso: Es la longitud de la secuencia de referencia en la base
de datos.

N° de Acceso: Es el nimero de acceso de la secuencia de referencia en la

base de datos.

3.5.2 Rarefaccion

La rarefaccion se utilizo para comparar la diversidad entre diferentes
muestras que difieren en tamafio. Este método permitio estimar el ndmero
hipotético de especies presente en una muestra natural a través de estimadores de

riqgueza como Chaol.
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Figura 10

Curvas de rarefaccion
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En la figura 10 se observa las curvas de rarefaccion obtenidas para cada una
de las muestras obtenidas. Estas curvas representan la diversidad de especies en
nueve muestras diferentes, basadas en secuencias de de las regiones V3-V4 del
ADNr 16S. A medida que aumenta el nimero de secuencias por muestra, también
lo hace la medida de rarefaccion PD Arbol entero, indicando una mayor diversidad.

En la imagen, hay nueve curvas coloreadas diferentes que representan las nueve
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muestras individuales. Cada curva comienza cerca del origen y se eleva a medida
que aumenta el nimero de secuencias por muestra, nivelandose hacia el final.
Figura 11

Curvas de rarefaccion de nueve muestras de secuencias por muestras versus el

indice de Chaol
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Se observa en la figura 11 que, el indice de Chaol es un estimador no
paramétrico de la riqueza de especies que se basa en el nimero de especies raras
(especies gque se encuentran en una sola muestra) y especies comunes (especies que
se encuentran en mas de una muestra). El indice de Chaol se calcula a partir de la
curva de acumulacion de especies y proporciona una estimacion del nimero total
de especies presentes en una muestra. En resumen, las curvas de rarefaccion y el

indice de Chaol son herramientas Utiles para evaluar la riqueza de especies en una
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muestra y proporcionar una estimacion del namero total de especies presentes en
una muestra, respectivamente. Las curvas de rarefaccion muestran el nimero de
especies observadas en funcion del nimero de secuencias muestreadas. Si las
curvas de rarefaccion se estabilizan, significa que se ha alcanzado la mayoria de la
diversidad presente en la muestra. Si las curvas no se estabilizan, es posible que se
necesite mas secuenciacion para obtener una imagen completa de la diversidad de
la muestra.

3.5.3 Arbol Filogenético de Especies Bacterianas

El arbol filogenético nos demuestra que hay relaciones evolutivas entre
diferentes especies o grupos de organismo. Para el contexto de la comunidad
bacteriana existente en el endopio de las tres variedades de fresa, el arbol
filogenético se utilizO para visualizar como las bacterias presentes en estas
variedades estan relacionadas evolutivamente entre si.

La comunidad bacteriana en este contexto se refiere a todas las bacterias
presentes en el receptaculo, la capa intermedia (parte carnosa de la fresa), de las
tres variedades de fresa que se estan estudiando. La construccion de un arbol
filogenético implica analizar la informacion genética de las bacterias, como
secuencias de ADN o ARN ribosomal, para determinar la similitud genética entre
ellas. Con base en estas similitudes, se pueden agrupar las bacterias en ramas del

arbol que representan sus relaciones evolutivas.
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Este tipo de andlisis filogenético es util para entender la diversidad
bacteriana, la evolucion y las posibles interacciones en la comunidad bacteriana
de las fresas. Ademas, puede proporcionar informacién valiosa sobre la
procedencia y las caracteristicas genéticas de las bacterias presentes en las

diferentes variedades de fresas.
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Arbol filogenético del total de las especies obtenidas en el presente estudio
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Se observa en la figura 12, la construccion de un arbol filogenético con el
programa MEGA 11, que nos ayudo en la clasificacion y taxonomia de las especies
bacterianas, donde existe una relacion de especies del filo Pseudomonadota,
Enterobacter mori, Tatumella ptyseos, Rosenbergiella epipactidis, Pantoea
conspicua con el filo Bacillota, Priestia flexa, Bacillus zanthoxyli, Bacillus

wiedmannii, Bacillus subtilis, Bacillus xiamenensis y Clostridium perfringens.



IV. DISCUSION

4.1. Extraccion y Cuantificacion de ADN

En el presente trabajo, las técnicas moleculares como el secuenciamiento y
analisis del gen 16S ARNr fueron técnicas ideales de eleccion para el analisis de
comunidades bacterianas en el fruto de la fresa, debido a su eficiencia, novedad y
rapidez en la obtencion de metadata en comparacion con las técnicas de cultivo
tradicional (Mignard y Flandrois, 2006). La secuenciacion de alto rendimiento del
gen ARNr 16S mejora nuestra compresion sobre la diversidad microbiana en
muestras ambientales complejas. EI gen ARNr 16S se utiliza actualmente en el
estudio de la ecologia y la evolucion bacteriana, especialmente para determinar las
relaciones filogenéticas entre taxones, explorar la diversidad bacteriana en un
entorno determinado y cuantificar la abundancia relativa de taxones en diferentes
niveles (Nakano, 2018). En el estudio de Moore et al., (2022), se utilizé la
plataforma Illumina Next Generation Sequencing (NGS) dirigida a las regiones
conservadas del ADN ribosémico de las bacterias (16S ARNr) para identificar y
comparar la diversidad de las comunidades bacterianas presentes en la guanabana
y manzana, este estudio ayudo a ampliar los conocimientos sobre la estructura de
las comunidades bacterianas asociadas a los frutos de estudio.

Para la cuantificacién de ADN, en la tabla 2, se observé que la muestra de

la variedad Criolla obtuvo un DO entre 1,8 y 1,9; mientras tanto, la muestra San
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Andreas obtuv6 un DO entre 1,8 y 1,9 y finalmente, la muestra Monterrey con un
DO entre 1,5 y 1,8. Estos resultados nos indicaron que son muestras puras y de
buena calidad, libres de algin tipo de contaminacion por proteinas, lo cual
concuerda con el estudio del Programa de control de calidad de acidos nucleicos
(Banco Nacional de ADN, 2020), que menciona que un ADN de pureza aceptable
debe tener al menos una relacion A260/280 > 1,6; mientras que, un valor de
absorbancia A260/280 <1,6 indica una posible contaminacién por compuestos
aromaticos como fenoles y proteinas y un valor de absorbancia A260/280 > 2,0
podria deberse a la presencia de ARN en la muestra.

De la misma forma, las investigaciones de Moura et al., (2021) y Fialova et
al., (2020) presentaron datos de concentracion (ng/ul) y pureza del ADN de
muestras de fresa, satisfactorias con valores dentro del rango 1,7 — 2,0. Asi como
también, se aislo el ADN de las siguientes frutas: platano, arandano, pera, manzana,
fresa, frambuesa, albaricoque, ciruela, durazno y mango, mediante cinco métodos
comerciales y un método interno (CTAB), donde indican que el valor 1,8 es un
ADN puro, un valor mas bajo indica contaminacion de proteinas y un valor superior
a 2,0 indica contaminacion de ARN. Por lo tanto, se evalud la pureza y la
concentracion del ADN, mostrando resultados de buena calidad y pureza aceptable
como, por ejemplo, el platano con un valor de absorbancia de 1,81 + 0,34, el

arandano, con un valor de 1,65 + 0,47 y la pera con un valor de 1,73 £ 0,31.
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4.2. Ensamblaje de Lecturas y Agrupamiento

El ensamblaje de lecturas (301 bp) de las regiones V3-V4 del gen ADNr
16S bacteriano sirvio para unir fragmentos de secuencias de ADN que se han
obtenido a partir de la amplificacién de la region V3-V4 del gen ADNr 16S
bacteriano. La secuenciacion de esta region permitio la identificacion de especies
bacterianas y la comparacion de su diversidad y composicion en diferentes
muestras. En esta etapa se alined y se unio las secuencias de ADN para generar una
secuencia consenso mas larga y precisa.

Segun Shen et al., (2022) en su trabajo sobre comunidades microbianas de
manzanas Fuji, donde se proceso las lecturas de ADN, guardando en formato
FASTQ de doble extremo (R1 fastq y R2 fastq). Ademas, para realizar la seleccion
de calidad de sus datos y la demarcacion de la secuencia, los investigadores
utilizaron los softwares FLASH y QIIME. El programa FLASH fue utilizado para
descartar las secuencias inferiores que contenian bases ambiguas, considerando los
parametros siguientes: una calidad de base promedio < Q20 (precision de
secuenciacion < 99%) o con menos de 150 pb. Por otro lado, se utilizo el QIIME,
para seleccionar secuencias de baja calidad incluidas secuencias sin cebadores, con
contenido de mas de 8 mononucleotidos, aquellas que contenian discrepancias y
secuencias quiméricas. Las secuencias de alta calidad se demarcaron en unidades
taxondmicas operativas (OTU) con un 97% de similitud mediante el flujo de trabajo

de seleccién de OTU de QIIME-uclust.
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En la tabla 3, se observé en los resultados del ensamblaje, que las bases
totales varian entre 272 y 296 millones (Figura 1). El porcentaje de bases ambiguas
(N (%)) fue muy bajo en todas las muestras (0.0001%), lo cual fue positivo. El
contenido de CG se present6 entre el 54,95% y el 55,48%, lo que se sugiere
diferencias en la composicion de las secuencias entre las muestras. Los porcentajes
de Q20 y Q30 fueron altos en todas las muestras, indicando que la calidad de la
secuencia fue generalmente alta. El ensamblaje realizado con el programa FLASH
fue exitoso, con secuencias de alta calidad y longitudes de ensamblaje similares
entre las muestras. La variacion en el contenido de CG podria deberse a diferencias
bioldgicas reales entre las muestras.

En la tabla 4 y 5, observamos que el pre-procesamiento elimind las
secuencias de baja calidad, adaptadores y secuencias cortas. El objetivo fue mejorar
la calidad de los datos y reducir el ruido en los datos de secuenciacion. El
agrupamiento redujo la complejidad de los datos de secuenciacién y simplifico el
analisis posterior. Se realiz6 utilizando algoritmos de agrupamiento como el de
UPARSE (Edgar, 2013)

Se indico en los resultados (Tabla 5), la cantidad de secuencias agrupadas
en OTUs para cada muestra después del proceso de agrupacion con CD-HIT-OTU.
La agrupacion se realizé con un limite del 97%, lo que significa que las secuencias

que comparten al menos el 97% de similitud se agrupan en la misma OTU. Este
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método se utilizé en analisis de diversidad microbiana para agrupar secuencias
similares en unidades taxondémicas operativas (Li y Chang, 2017).
4.3. Asignacion Taxondmica

El presente estudio reportd la diversidad de la comunidad bacteriana
endofita, donde se observo la distribucion por las diferentes variedades de fruto de
la fresa. Segun la distribucion de los filos (Tabla 7), se mostr6 como el filo
Pseudomanadota (72,9%), el mas predominante en las tres variedades y con un
mayor procentaje en la variedad Monterrey (99,65%), mientras que el filo
Bacteroidota (0,001%) fue el menos predominante, presente solo en la variedad San
Andreas (0,003%). A comparacion, con el estudio de Mauri (2023) se demostro la
caracterizacion del microbiota en la manzana, uva y fresa en post-cosecha, donde
se encontro el filo Pseudomonadota con méas de un 95% en muestras de fresa y uva,
mientras que en la muestra de manzana hubo presencia de los filos Pseudomonadota
y Actinomycetota un 70%.

En las figuras 7, 8 y 9 se observd que la especie Pantoea conspicua es
predominate en las tres variedades. En el estudio de Melo et al., (2012), sobre
comunidades bacterianas endofiticas en frutos de fresa, se demostro la presencia de
Pantoea sp., asi como, en otros estudios se demostré en otros frutos, por ejemplo,
en las grosellas negras, dominante junto Tatumella sp., como las mas

predominantes (VepStaite-Monstavice et al., 2018).
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Segln Lorenzi et al., (2022), las cepas de Pantoea spp., en un entorno
agricola, pueden promover el crecimiento de las plantas a través de mecanismos
directos o indirectos, como, aumentar el suministro de nitrégeno, solubilizar
amoniaco y fosfato inorganico y producir fitohormonas (ejemplo, auxinas). Asi
como, en el estudio de Qadir et al., (2023), indicaron que, Pantoea conspicua alivié
el estrés por arseniato en las plantas de girasol, imponiendo una barrera fisica y
mejorando la fisiologia y bioquimica de la planta.

Mientras que en otros estudios se demostré que podria inferir tanto como
patogenos vegetales potenciales o bacterias beneficiosas, por ejemplo, la especie
Pantoea agglomerans es considerada un agente de control de plagas vy
fitopatdgenos. Mientras que, Pantoea punctata (actualmente Tatumella punctata)
(Brady et al., 2010) se aislé de la fruta de la fresa, obteniéndose en bajas
proporciones, probablemente porque no se recuperd suficiente ADN en la
extraccion, por lo que represent6 <1% de la comunidad total (de Melo et al., 2012).

Pero también, se han encontrado estudios sobre P. ananatis, P. agglomerans
y P. stewartii, que causan enfermedades destructivas en el arroz, como decoloracion
del grano, necrosis de tallo, tizon bacteriano foliar e inhibicion de la germinacion
de las semillas en el arroz (Azizi et al., 2020).

En la figura 7, la muestra Criolla determin6 17 OTUs donde, predomind tres
especies entre ellas, la especie Pantoea conspicua (40,2%), Bacillus subtilis

(36,4%) y Bacillus xiamenensis (22,5%).
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En un reciente estudio, Bacillus sp., demostré ser un agente biocontrol
contra el marchitamiento por Fusarium oxysporum en tomates y demostrd
promocion del crecimiento vegetal en condiciones de invernadero (Pengproh et al.,
2023).

También, se demostrd que tiene defensa para prevenir una mayor infeccion
de patdogenos como hongos patdgenos, Magnaporthe oryzae, Colletotrichum
gloeosporioides, Coniothyrium diplodiella y Botrytis cinérea (Wang et al.,2021).
Por otro lado, Bacillus xiamenensis ha demostrado en un estudio tener efectos
inhibidores contra las larvas de Spodoptera litura en hoja de ricino, considerandose
una bacteria promotora del crecimiento vegetal (Wagh et al., 2024). Ademas, en el
estudio de Sushma et al., (2020) obtuvieron Bacillus xiamenensis, Bacillus aerius,
Bacillus stratosphericus y Bacillus safensis del tomate.

En la figura 8, la variedad Monterrey determiné 19 OTUs donde, predominé
dos especies, Pantoea conspicua (69,3%) y Rosenbergiella epipactidis (30,2%). En
un estudio reciente, se aislo Rosenbergiella epipactidis de la flor de Lycoris radiata,
que ayudd en el aumento de biomasa de las plantas y en la promocion de
crecimiento vegetal (Liu et al., 2020). Ademas, se descubri6 que tiene actividad
antagonista frente a Erwinia amylovora (agente causal del fuego bacteriano), donde
se demostrd la capacidad de reducir en gran medida los sintomas del fuego
bacteriano en los frutos inmaduros de peral y nispero (Barbé et al., 2021). A

comparacién, con el estudio de diversidad de comunidades bacterianas en la
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superficie de las bayas de goji chinas, se encontrd que el género méas abundante fue
Pantoea (32,28%) seguido de Massilia (21,23%), Pseudomonas (10,38%),
Rosenbergiella (6,3%) y Curtobacterium (6,29%) (Huang et al., 2022)

En la figura 9, la variedad San Andreas determind 23 OTUs donde,
predomind cuatro especies: Pantoea conspicua (53,5%), Enterobacter mori
(30,4%), Priestia flexa (13,8%) y Bacillus subtilis (1,9%). A comparacién con las
investigaciones de Melo et al. (2012), se obtuvieron aislados en la fruta de la fresa,
los géneros Pantoea, Enterobacter, Bacillus, Lactobacillus, Pseudomonas y
Curtobacterium. Donde predominaron las especies de los géneros Bacillus y
Enterobacter. Mientras que, en el estudio de Moore, Ataga y Ogbuji (2022)
encontraron en la fruta de la guanabana y la manzana los siguientes generos
predominantes:  Methylobacterium  (12,13%),  Sphingomonas  (8,83%),
Hymenobacter (7,27%), Sphinogobacterium (4,23%), Pseudomonas (3,06%),
Ralstonia (2,98%), Bacillus (2,27%), Flavobacterium (2,22%), Brachybacterium
(1,79%), Erwinia (1,52%).

Ademas, Moura et al., (2021) en su estudio para controlar el hongo Botrytis
cinerea L., demostrd que Bacillus sp. y Pantoea sp., en dos variedades de fruta de
la fresa (San Andreas y Monterrey) controlaron mas de 90% el crecimiento del
moho gris. También, se demostro en un estudio que Enterobacter mori present6 una
inhibicidn contra el hongo patégeno Colletotrichum sp., en citricos (Khalifa, A.,

2020). Mientras que Priestia flexa, anteriormente conocida como Bacillus flexus,
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en un estudio presentd la capacidad de reducir el arsénico en plantas de arroz
cultivadas en macetas llenas de suelo contaminado (As(V) a As(l11)) (Shukla et al.,
2023)

4.4. Estadisticas de Diversidad: Riquezay Diversidad de Comunidad

La riqueza, la estimacion de la diversidad y la composicion de la comunidad
bacteriana se compararon mediante analisis de diversidad, Chaol, Shannon-
Weaver, Simpson, buena cobertura y rarefaccion. En la tabla 13, observamos que
la variedad de San Andreas presentd el mayor niumero de OTUs (23), la mayor
estimacion de Chaol (23), y el indice de Shannon (0,465) son los mas altos, lo que
indica una mayor diversidad de especies microbianas en esa variedad. La variedad
Criolla tiene la menor diversidad de OTUs (17), la menor estimacion de Chaol (17)
y los indices de Shannon (0,071) y Simpson (0,015), son los mas bajos. Mientras
que, la variedad Monterrey presento valores intermedios para todos los indices de
diversidad.

En las investigaciones de Vepstaité-Monstavice et al., (2018), indicaron que
la diversidad y riqueza de comunidades microbianas de manzanas y grosellas
negras, obtuvieron un total de 499 470 secuencias de alta calidad, 438 OTUs,
namero total de OTUs y donde el mayor nimero de OTUs fue de las grosellas
negras (150 OTUs) y de acuerdo con los datos de OTUs, las estimaciones de
diversidad de Shannon (5,4) y Chaol (160) también, revelaron que las bayas de

grosella negra tenian una mayor diversidad bacteriana que las manzanas. Ademas,
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la relacion entre el nimero de OTUs obtenidas, se utiliz6 para determinar la
cobertura de las comunidades microbianas, dando un resultado superior al 90% en
todos los casos, lo que indica que fue una buena cobertura. Mientras que, en el
estudio de Luksa (2020), para determinar la comunidad bacteriana mediante un
enfoque metagenomico, de los frutos de morera blanca (Morus alba L.) se
obtuvieron 169 313 secuencias de buena calidad y, ademas, se utilizé un umbral del
97% de similitud de secuencia para agrupar en unidades taxonémicas operativas,
obteniendo 365 OTUs. También, presentaron una buena cobertura de 99,9%. De
acuerdo con los datos obtenidos de OTU, los indices Chaol (370) y Shannon (4,56)
demostraron que la morera blanca presenta una buena diversidad de comunidades
bacterianas.

En la figura 10, observamos las curvas de rarefaccion obtenidas para cada
una de las muestras que presentan nueve curvas coloreadas diferentes que
representan las nueve muestras individuales. Cada curva comienza cerca del origen
y se eleva a medida que aumenta el nUmero de secuencias por muestra, nivelandose
hacia el final.

Varios estudios microbianos han utilizado indices de diversidad, han
estimado la riqueza de especies y han comparado la diversidad de muestras con
curvas de rarefaccion (Hughes et al., 2001).

Dentro de las técnicas de identificacion molecular basadas en identidad del

gen ARNr 16S, el uso de arboles filogenéticos permitio obtener una mayor certeza
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en los resultados de identificacion de las bacterias enddfitas. El analisis del arbol
filogenético se realizd para comprender la relacion de esta bacteria con especies
bacterianas similares, proporcionando un marco para poder entender las relaciones
evolutivas que hay entre ellas. Con la comparacion mediante BLAST, se relacion6

las especies de los diferentes filos Bacillota y Pseudomonadota.



CONCLUSIONES

En la presente investigacion desarrollada se concluye que:

1. Se determind las comunidades bacterianas existentes en el
receptaculo de las tres variedades de fruto de la fresa (Fragaria
ananassa) presentes en los cultivos orgénicos de Cerro Blanco -
Calana, Tacna, considerando el porcentaje de similitud (mayor de
97%), a través de técnicas metagendmicas obteniendo las siguientes
especies: Pantoea conspicua, Bacillus subtilis, Rosenbergiella
epipactidis, Bacillus xiamenensis, Enterobacter mori, Priestia flexa,
Clostridium perfringens, Tatumella ptyseos, Bacillus zanthoxyli y
Bacillus wiedmannii, concluyendo que Pantoea conspicua fue
predominate en las tres variedades.

2. Se realizo el andlisis bioinformatico de las regiones V3-V4 de las
secuencias de los genes ARNr 16S en las tres variedades de fresa,
donde se ha revelado la presencia de comunidades bacterianas de los
filos Bacillota, Bacteroidota, Cyanobacteriota y Pseudomonadota.

3. Lavariedad San Andreas indico una mayor riqueza y diversidad (23
OTUs) de especies microbianas a comparacion con las demas

variedades.



RECOMENDACIONES

Basado en los resultados, se sugiere realizar investigaciones adicionales
para explorar las funciones metabdlicas especificas de las bacterias identificadas y
su impacto en las propiedades organolépticas en las fresas de Cerro Blanco-Calana,
Tacna.

Ademas, se recomienda a los agricultores considerar la implementacion de
practicas agricolas que fomenten comunidades bacterianas beneficiosas para
optimizar la calidad en diferentes variedades de fresa, en la region de Tacna.

Finalmente, este conocimiento, va servir para investigaciones futuras,
desarrollar estrategias especificas para la agricultura sostenible a nivel nacional y/o
regional y el manejo eficaz de enfermedades por diferentes hongos patogenos en la

fresa.
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ANEXQOS

Anexo 1. Geolocalizacién de la zona de muestreo, Cerro Blanco, Calana-Tacna.
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Anexo 2. Protocolo de extraccion de ADN gendmico para bacterias Gram (+).

Protocolo de Extraccién de ADN GENOMICO para bacterias Gram (+)-
GenElute Bacterial Genomic DNA Kits- NA2110-1Kt

i

[ obtener muestras 1.5 mide caldotB.__|

| Centrifugar en tubos eppendorf (2 min x 14000 rcf) |

]

| Botar el sobrenadante y quedarnos con el pellet |

]

Para preparar la lisozima: Pesar 52,7 mg de lisozima (previamente descongelar
el frasco) para un 1 ml de buffer Lisis GRAM +, colocar en un eppendorf.

| Agregar 200 pl mezcla de lisozima para cada muestra (eppendorf centrifugados) |

| Incubar a 37°C por 30 min |

| Aeregar 20 ul de solucién ARNasa |

i

| Incubar por 2 min a T2 ambiente |

!

Agregar 20 ul de proteinasa K

| Agregar 200 pl de lisis solucion C |

Vortexiar por 15 seg.

| Incubar a 55 °C por 10 min. |

i

Preparar las columnas: Agregar 500 pl de sol
preparacion para cada columna + tubo colector.

i

| Centrifugar 12000 rcf por 1 min. |

| Descartar el liauido v auedarse con el tubo colector v columna. |

¥

| Agregar 200 ul de Etanol (95-100%) a cada muestra |

Vortexiar por 10 se

| Transferir todo el contenido de la muestra a las columnas.

!

| Centrifugar 7000 rcf por 1 min y cambiar el tubo colector |

| Aeregar 500 ul de Sol. De lavado 1 |

i

| Centrifugar 7000 rcf por 1 min y desechar el precipitado y mantener el tubo colector |
]
| Agregar 500 p de Sol. Lavado Concentrado y centrifugar 14000 rcf por 3 min |
v
Cambiar tubo colector y agregar 200 pl sol elucion e incubar 5 min a T° ambiente |
!
| Centrifugar 7000 rcf x 1 min y desechar la columna y quedarse con el tubo colector |

i

Rotulamos y Guardamos a -20°C al congelador.




Anexo 3. Vista a la parcela de cultivos de fresa, donde se hizo el muestreo.
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Anexo 5. Proceso de trituracion de muestras de cada variedad de fresa.

Anexo 6. Sembrado de las nueve muestras de las tres variedades de fresa en

Caldo BHI.
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Anexo 7. Filtrado de los caldos BHI, después de 48 horas de incubacion.

Anexo 8. Kit de ADN gendmico bacteriano de 70 purificaciones, GenElute

Bacterial Genomic DNA Kits- NA2110-1Kt.

1003340232

SLCL7908 NA2110-1KT
R e L B e DM
.; Bactenal Gonomic DNA, Gen Elute

iz AL GenElute s a i .
1 ; £ e ademark of Sgma-Aldrich Co
we g° -
4 [, M
sigmasidrich.com §
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Anexo 9. Preparacion de las nueve muestras para la extraccion de ADN gendmico.

Anexo 10. Electroforesis de las nueve muestras y una de control.




Anexo 11. Observacién de las nueve muestras en el fotodocumentador.

LEYENDA
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S2
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Cc2
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10. M2

11. Marcador inicial (final)
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Anexo 12. Secuencias Representativas (OTUSs).

>denovo0 M2_8862

CCTACGGGGGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGC
AGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCG
GGGAGGAAGGCGATGTGGTTAATAACCGCGTCGATTGACGTTACCCGCAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAG
CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCA
GATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCT
TGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACG
CTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCGAGTAGTCC
Pantoea conspicua 839 839 100% 0.0 99.14% 1344 NR_116247.1

>denovol C2_8686
CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG
AGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTA
GGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCA
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACT
TGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
AGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACG
CTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCGAGTAGTC
Bacillus subtilis 850 850 100% 0.0 99.57% 1455 NR_181952.1

>denovo2 M2_100559
CCTACGGGGGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGC
AGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGTC
AGGAGGAAGGGTGTGAAATTAATACTTTCATGCATTGACGTTACTGACAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAG
CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCA
GATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCT
TGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACG
CTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCGAGTAGTCC
Rosenbergiella epipactidis 845 845 100% 0.0 99.36% 1501 NR_126303.1

>denovo3 C1 32579

CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG
AGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTA
GGGAAGAACAAGTGCAAGAGTAACTGCTTGCACCATGACGGTACCTAACCAG
AAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG
CGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTT
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GAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGC
TGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCGAGTAGTCC
Bacillus xiamenensis 850 850  100% 0.0 99.57% 1513 NR_148244.1

>denovo4 SA2_30037
CCTACGGGGGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGC
AGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCG
GGGAGGAAGGTGTTGAGGTTAATAACCTCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAG
CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCG
GATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCT
AGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACG
CTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCGAGTAGTCC
Enterobacter mori 845 845 100% 0.0 99.36% 1522 NR_146667.2

>denovo5 SAl 51088
CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG
AGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTA
GGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAG
AAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG
CGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTT
GAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGC
TGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCCGGTAGTCC
Priestia flexa 856 856  100% 0.0 99.79% 1529 NR_024691.1

>denovo6 C1 151540
CCTACGGGGGGCAGCAGTGGGGAATTTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGG
AGCAATGCCGCGTGGAGGTAGAAGGCCTACGGGTCGTGAACTTCTTTTCCCG
GAGAAGAAGCAATGACGGTATCTGGGGAATAAGCATCGGCTAACTCTGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACAGAGGATGCAAGCGTTATCCGGAATGATTGGGCGT
AAAGCGTCTGTAGGTGGCTTTTTAAGTCCGCCGTCAAATCCCAGGGCTCAACC
CTGGACAGGCGGTGGAAACTACCAAGCTGGAGTACGGTAGGGGCAGAGGGA
ATTTCCGGTGGAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCGGAAAGAACACCAACGGC
GAAAGCACTCTGCTGGGCCGACACTGACACTGAGAGACGAAAGCTAGGGGA
GCAAATGGGATTAGATACCCGAGTAGTCC

Potamosiphon australiensis 525 525 100% 1e-148 88.14% 1464 NR_177904.1
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>denovo7 M2_1864
CCTACGGGGGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGC
AGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTCTTTGG
GGAAGATAATGACGGTACCCAAGGAGGAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCGAGCGTTATCCGGATTTACTGGGCGTAA
AGGGAGCGTAGGCGGATGATTAAGTGGGATGTGAAATACCCGGGCTCAACTT
GGGTGCTGCATTCCAAACTGGTTATCTAGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGGAAT
TCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATTAGGAAGAACACCAGTGGCGAA
GGCGACTCTCTGGACTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAA
ACAGGATTAGATACCCGGGTAGTC
Clostridium perfringens ATCC 13124 802 802 100% 0.0 99.55% 1513
NR_121697.2

>denovo8 SAl 28238
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGC
AGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCG
GGGAGGAAGGCGATGTGGTTAATAACCGCGTCGATTGACGTTACCCGCAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG
CGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTT
GAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACG
CTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCA

Winslowiella toletana 593 593  100% 3e-169 90.91% 1508 NR_104828.1

>denovo9 M2_60000
CCTACGGGGGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGC
AGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCG
GGGAGGAAGGCAGTCGTGTTAATAGCACGATTGATTGACGTTACCCGCAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAG
CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCG
GATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCCGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGACT
AGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACG
CTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCA

Tatumella ptyseos ATCC 33301808 808  100% 0.0 99.77% 1494
NR_116283.1
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>denovol0 C1_45042
CCTACGGGGGGCAGCAGTGGGGAATCTTGGACAATGGGCGAAAGCCCGATCC
AGCAATATCGCGTGAGTGAAGAAGGGCAATGCCGCTTGTAAAGCTCTTTCGT
CGAGTGCGCGATCATGACAGGACTCGAGGAAGAAGCCCCGGCTAACTCCGTG
CCAGCAGCCGCGGTAAGACGGGGGGGGCAAGTGTTCTTCGGAATGACTGGGC
GTAAAGGGCACGTAGGCGGTGAATCGGGTTGAAAGTGAAAGTCGCCAAAAA
GTGGTGGAATGCTCTCGAAACCAATTCACTTGAGTGAGACAGAGGAGAGTGG
AATTTCGTGTGTAGGGGTGAAATCCGAAGATCTACGAAGGAAGGCCAAAAGC
GAAGGCAGCTCTCTGGGTCCCTACCGACGCTGGAGTGCGAAAGCATGGGGAG
CGAACGGGATTAGATACCCGGGTAG

Pseudorhodobacter turbinis 279 279 100% 9e-75 78.62% 1407
NR_180364.1

>denovoll SAl 39759
CCTACGGGGGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG
AGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTA
GGGAAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAG
AAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG
CGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTCTGTTAAGTCA
GATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCT
TGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGC
TGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCA

Priestia megaterium 647 647  100% 0.0 93.20% 1495 NR_117473.1

>denovol2 SAl 47013
CCTACGGGGGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGC
AGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCG
GGGAGGAAGGCGATGTGGTTAATAACCGCGTCGATTGACGTTACCCGCAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAG
CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACT
TGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
AGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACG
CTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCA

Winslowiella toletana 577 577  100% 3e-164 90.25% 1508 NR_104828.1
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>denovol3 SAl 93349
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGACGAAAGTCTGACG
GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTT
AGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCA
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACT
TGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
AGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGAC
GCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCA

Bacillus zanthoxyli 736 736  100% 0.0 96.83% 1438 NR_164882.1

>denovol4 SAl 16959
CCTACGGGCGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG
AGCAACGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCG
GGGAGGAAGGCGATGTGGTTAATAACCGCATTGATTGACGTTACCCGCAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAG
CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACT
TGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
AGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACG
CTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCA

Peribacillus acanthi 553 553  100% 5e-157 89.46% 1434 NR_181206.1

>denovol5 SA2_48341
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGC
AGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCG
GGGAGGAAGGTGCTGAGGTTAATAACCTCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAG
CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACT
TGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
AGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGAC
GCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCA

Enterobacter chuandaensis 625 625 100% 1e-178 92.27% 1528
NR_180237.1

>denovol6 SA1l 144490

CCTACGGGCGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGC
AGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCG
GGGAGGAAGGCGATGTGGTTAATAACCGCATTGATTGACGTTACCCGCAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAG
CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCA
GATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCT
TGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
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GATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGC
TGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCA

Flavobacterium acidificum 147 147 100% 0.0 97.28% 1432
NR_104962.1

>denovol? SA3_62117
CCTACGGGTGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGC
AGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCG
GGGAGGAAGGCGATGTGGTTAATAACCGCGTCGATTGACGTTACCCGCAGAA
GAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG
CGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTT
GAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGC
TCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCA

Winslowiella toletana strain A37 566 566 100% 6e-161 89.80% 1508
NR_104828.1

>denovol8 C3_170787
CCTACGGGGGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG
AGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTA
GGGAAGAACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCA
GAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA
GCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACT
TGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACAC
TGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGC

Bacillus tropicus 808 808 100% 0.0 99.77% 1509 NR_157736.1

>denovol9 SAl1 161612
CCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG
AGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTA
GGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGCTCGTACCTTGACGGTACCTAACCAG
AAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAG
CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTTAAGTCA
GATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTAGGAACTGCATTTGAAACTGGCAGGCT
TGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACG
CTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCA

Oceanobacillus chironomi 575 575 100% 1e-163 90.29% 1471 NR_043700.1
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