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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue identificar microbiologica y molecularmente a los
agentes bacterianos mas frecuentes causantes de linfadenitis cervical en cuyes. Se
realizd un muestre6 a 267 cuyes positivos a linfadenitis, siendo 176 de Cajamarca,
32 de San Marcos y 59 de Cajabamba. Se identificaron los cuyes positivos a
linfadenitis mediante deteccidén de abscesos en la regién cervical. La identificacion
de las bacterias se realizé a través de la caracterizacién morfolégica, microscépica
y pruebas bioquimicas utilizando varios medios como TSI, LIA, Agar SIM y prueba
de catalasa. Para la identificacion molecular se realizé la extraccion de ADN
utilizando la técnica de Shock térmico, luego se amplificé el gen 16S ARNr mediante
PCR. Los productos de PCR fueron secuenciados mediante secuenciamiento
Sanger. Las secuencias obtenidas fueron curadas y analizadas a través de
softwares bioinformaticos hasta obtener la secuencia consenso. La identificacion
molecular se realiz6 comparando las secuencias obtenidas con la base de datos
NCBI. Las técnicas microbiolégicas permitieron obtener 242 aislamientos
bacterianas, distribuidas en 32 (13,17 %) de San Marcos, 59 (24,4 %) de
Cajabamba y 151 (62,4 %) de Cajamarca. Los aislamientos incluyeron
Enterobacterias con una prevalencia de 46, 9 % en San Marcos, en Cajamarca
9,3%, Streptococcus spp, con una prevalencia de 43,8 % en San Marcos, 100 %
en Cajabamba y 85,4 % en Cajamarca; Staphylococcus spp. (9,4 % de San Marcos,
0 % de Cajabambay 5,3 % de Cajamarca). Por otro lado, la identificacién molecular
evidenci6 que el principal agente es Hafnia alvei, seguido de Salmonella sp, Vibrio
metschnikovii, Enterobacter cloacae y otras Enterobacteriaceae. Estos hallazgos
resaltan la diversidad de patégenos bacterianos presentes en los casos de

linfadenitis en cuyes de la region.

Palabras clave: Cuy, linfadenitis, ganglios linfaticos, amplificacion de ADN
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ABSTRACT

The objective of this study was to microbiologically and molecularly identify the most
common bacterial agents causing cervical lymphadenitis in guinea pigs. A sample
of 267 guinea pigs positive for lymphadenitis was taken, 176 from Cajamarca, 32
from San Marcos, and 59 from Cajabamba. Guinea pigs positive for lymphadenitis
were identified by detecting abscesses in the cervical region. The bacteria were
identified through morphological and microscopic characterization and biochemical
tests using various media such as TSI, LIA, SIM agar, and catalase test. For
molecular identification, DNA was extracted using the heat shock technique, and
then the 16S rRNA gene was amplified by PCR. The PCR products were sequenced
using Sanger sequencing. The sequences obtained were curated and analyzed
using bioinformatics software until the consensus sequence was obtained.
Molecular identification was performed by comparing the sequences obtained with
the NCBI database. Microbiological techniques yielded 242 bacterial isolates,
distributed as follows: 32 (13.17%) from San Marcos, 59 (24.4%) from Cajabamba,
and 151 (62.4%) from Cajamarca. The isolates included Enterobacteriaceae with a
prevalence of 46.9% in San Marcos and 9.3% in Cajamarca; Streptococcus spp.
with a prevalence of 43.8% in San Marcos, 100% in Cajabamba, and 85.4% in
Cajamarca; Staphylococcus spp. (9.4% in San Marcos, 0% in Cajabamba, and 5.3%
in Cajamarca). On the other hand, molecular identification showed that the main
agent is Hafnia alvei, followed by Salmonella sp, Vibrio metschnikovii, Enterobacter
cloacae, and other Enterobacteriaceae. These findings highlight the diversity of
bacterial pathogens present in cases of lymphadenitis in guinea pigs in the region.

Keywords: Guinea pig, lymphadenitis, lymph nodes, DNA amplification
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CAPITULO |
INTRODUCCION

El cuy (Cavia porcellus) (Shomer, Holcombe y Harkness, 2015) es un
animal mamifero que tuvo su origen en la Cordillera de los Andes de Colombia,
Ecuador, Bolivia y Peru, son utilizados por la poblacién principalmente como fuente
de alimentacion porque su carne proporciona una fuente alta en proteina y bajo en
grasa, también se utilizan en algunas tradiciones que aun se preservan en la
actualidad (Avilés et al., 2014). Estas caracteristicas en conjunto con otras propias
del animal como su prolificidad, crecimiento rapido, dieta flexible y adaptacién a una
amplia gama de climas, los ha convertido en la actualidad en un importante ingreso
econdémico para quienes los crian en grandes cantidades (Sanchez-Macias et al.,
2018). La crianza de esta especie se ha realizado de manera tradicional en
espacios reducidos junto con las cocinas de las familias en las zonas rurales que
presentan bajos ingresos econdmicos, estando en la necesidad de optimizar la
crianza y generar mejores ingresos econdémicos, se ha realizado la mejora de la
crianza con sistemas de produccion comercial, mejoramiento genético, para la
obtencion de nuevas razas y lineas con fines comerciales. En el Peru, la poblacion
de cuyes es de 12' 695,030 a nivel nacional y en la region Cajamarca de 2'408,094,
convirtiéndose en una fuente econémica importante para la region (INEI, 2012).

Los cuyes tienen diferencias anatomicas y fisiolégicas que pueden
predisponerlos a enfermedades Unicas (O’Rourke, 2020), son sensibles y
susceptibles a diferentes enfermedades y al desarrollo de lesiones por una amplia
variedad de virus, bacterias, protozoos y parasitos, solo una pequefia cantidad de
estos organismos causan infeccidn natural y una parte de ese grupo causa
enfermedad clinica (Brabb et al., 2012), algunas de las cuales pueden ser fatales
de manera rapida sin atencion veterinaria inmediata. Las infecciones bacterianas
son causas frecuentes de enfermedades respiratorias y gastrointestinales en los
cuyes, pero pocos estudios han informado con qué frecuencia ocurren estas
infecciones o qué tipos de infecciones bacterianas se observan con mas frecuencia
(Roberts-Steel et al., 2019).



La linfadenitis cervical (bultos) constituye una enfermedad que comunmente
afecta a los cuyes (O’'Rourke, 2020) y provoca pérdidas econdmicas importantes
ya que disminuye su produccién y provoca muertes masivas; aunado a ello se suma
la falta de conocimiento y la ausencia de un tratamiento especifico. Desde un punto
de vista clinico, puede presentarse de forma aguda y cronica; en principio el tejido
linfoide de la laringe es el primer 6rgano infectado por las bacterias, pero, a medida
gue avanza la enfermedad, los abscesos pueden localizarse en otras zonas del
cuerpo del animal. Estos obsesos observables de manera macroscopica en la
region inferior del cuello son causados por un aumento desproporcionado del
tamafo de los linfonddulos cervicales (Flores, 2018), el cual es provocado por
organismos bacterianos como  Streptococcus zooepidemicus, Yersinia
pseudotuberculosis, Bordetella y Salmonellae (S. linate) que acceden a los ganglios
linfaticos cervicales a través de la mucosa oral erosionada (Barrios-Arpi y Morales-
Cauti, 2020). EI grupo de estreptococos puede causar diferentes enfermedades
clinicas en humanos, incluyendo septicemia, faringitis, endocarditis, neumonia y
meningitis (Corning, Murphy y Fox, 1991). Streptococcus
equi subsp. Zooepidemicus, tradicionalmente clasificado como Streptococcus
pyogenes grupo C (Mans, 2013), es un patégeno zoonoético conocido (Gruszynski
et al.,, 2015). En los seres humanos, se asocia con brotes de nefritis y otras
infecciones (meningitis, endocarditis y neumonia) que a menudo se remontan al
consumo de productos lacteos contaminados (Mans, 2013). Por otro lado,
infecciones por Staphylococcus aureus y Streptobacillus provocan el
agrandamiento de los linfonédulos cervicales lo que produce sinusitis, otitis y en las
vias respiratorias, bronquitis y neumonia intersticial. Este tipo de patologias afectan
a cuyes de todas las edades y favorecen la aparicion de epidemias de alto grado
caracterizadas por su rapida propagacion, lo que afecta tanto a pequefios como a

grandes productores (Manrique, 2021).

La sensibilidad al estrés en los cuyes los hace vulnerables a problemas de
salud y factores nutricionales (Mayer, 2007). Las presentaciones comunes que se
pueden llegar a observar en los cuyes enfermos que estén padeciendo infecciones
bacterianas son disminucion de la actividad fisica y la interaccion (Adrien et al.,
2001), llegando a la presentacion de letargo y anorexia (DeCubellis, 2016).

Asimismo, cambios en la interaccion, camas, alojamiento, higiene y sobre todo la



parte nutricional son factores importantes en relacion a la induccion del estrés y con
ello la transmision de infecciones bacterianas en cuyes (Brown y Donnelly, 2004).
Por otro lado, los cuyes pueden presentar un tratamiento complejo en las distintas
enfermedades, debido a las infecciones latentes y presentarse diagndsticos
diferenciales complejos que puedan dificultar un tratamiento adecuado en
infecciones bacterianas (Langan et al., 2000). Por ultimo, reportes hallados por
productores cuyeros en el Perd, sefialan que la linfadenitis, una vez establecida en
la granja tiene una elevada capacidad de diseminacién, pudiendo llegar a infectar
al 100% de cuyes sin posibilidad de implementar tratamientos efectivos (Manrique,
2021).

La region de Cajamarca es reconocida por ser una zona notable en la
produccién de cuyes, considerada como la primera region a nivel del Perd, con mas
de dos millones de ejemplares (INEI, 2012). No obstante, a pesar de ello no se
dispone de mucha informacion sobre factores relacionados a la sanidad productiva
por lo que se requiere de una estandarizacion de protocolos de bioseguridad para
contrarrestar problemas como la linfadenitis, y para ello es importante conocer a los
agentes bacterianos que lo causan con el fin de prevenir. En otros aspectos, una
descripcion completa de los patégenos permitira contrarrestar o evitar problemas
de resistencia antibidtica lo cual es de importancia publica a nivel mundial (Canut-
Blasco et al., 2016). La linfadenitis en los cuyes tiene una gran importancia clinica,
sin embargo su etiologia aun no es clara y los tratamientos terapéuticos contindian
siendo insuficientes dentro de la Medicina Veterinaria (Carhuapoma—Delacruz et
al., 2022).

El presente estudio tuvo como objetivo principal aislar y caracterizar
microbiolégica y molecularmente a los agentes bacterianos mas frecuentes
causantes de linfadenitis cervical en cuyes de tres provincias pertenecientes a la

zona sur de la region de Cajamarca.



Objetivos

Objetivo general

Aislar y caracterizar los agentes bacterianos de linfadenitis cervical en Cuyes (Cavia

porcellus).

Objetivos especificos

Identificar microbiologicamente los agentes bacterianos de linfadenitis cervical en

cuyes (Cavia porcellus).

Caracterizar molecularmente los agentes bacterianos de linfadenitis cervical en

cuyes (Cavia porcellus).



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de investigacion

Se determiné el efecto antimicrobiano del aceite esencial del kion (Zingiber
officinale) en cepas de Streptococcus causantes de linfadenitis en cuyes (Cavia
porcellus). Es uno de los estudios més recientes en el cual se menciona que en su
proceso de investigacion obtuvieron muestras provenientes de abscesos de
animales positivos a linfadenitis cervical. Identificaron un total de 20 cepas
patdgenas, las cuales corresponden a 16 cepas de Streptococcus pyogenes y 4
cepas de Streptococcus equi spp zooepidemicus. Posteriormente, aplicaron 4
tratamientos por triplicado a cada cepa aislada, que correspondian al 65 %, 45 %,
25 % y 5 % del aceite esencial de kion. Los datos fueron analizados con ayuda del
software estadistico SPSS v.25 mediante el andlisis para varias muestras
relacionadas de Friedman con un valor critico de (p) 0.05 y la prueba de Bonferroni
utilizada para comparar la media de los grupos y establecer su diferencia
significativa (Krklec, 2021).

Por otro lado, Angulo-Tisoc, Siuce y Jara (2021) en su estudio de
susceptibilidad de antibioticos de patdgenos bacterianos en cuyes con linfadenitis
cervical de crianza familiar-comercial en la provincia de Canchis-Cusco. Se
procesaron 64 muestras realizandose un antibiograma mediante disco difusion en
gel, se lograron identificar Streptococcus sp beta-hemolitico (91,8 %, 56/61),
Staphylococcus sp (45,9 %, 28/61) y Klebsiella sp (21,3 %, 13/61), siendo mayor la
frecuente en cuyes adultos.

En una investigacion realizada en la Universidad Nacional de San Antonio
Abad del Cusco sobre sensibilidad de antibiéticos del agente etiolégico de
linfadenitis en cuyes del centro de produccién de reproductores Huayllapampa-San
Jerénimo- Cusco, se utilizaron 34 cuyes sin tener en cuenta diferencias de sexos 'y
edad (27 hembras y 7 machos). Se lograron identificar animales sospechosos de

padecer linfadenitis mediante examen fisico (palpacién), ganglios linfaticos de todo
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el cuerpo, logrando determinar que no solo un agente etiolégico esta involucrado
como agente causal de linfadenitis en cuyes (Streptrococcus sp., Staphylococcus
sp. y Corynebacterium sp) (Mescco, 2019).

De la misma manera, se identificé al agente etiolégico de la linfadenitis en
cuyes (Cavia porcellus) a través de secuenciacion molecular del gen 16S rRNA.
Para ello, fueron aisladas 4 cepas bacterianas de los abscesos cervicales de cuyes.
La secuencia de nucleétidos de las 4 cepas fue comparada mediante la herramienta
BLAST, utilizando la base de datos del Gen Bank, y se observé que ninguna tiene
una identidad del 100 %. Por lo que, las 4 secuencias bacterianas provenientes de
las cepas aisladas no corresponden a ningunas de las registradas en el Gen Bank.
Asimismo, se encontrd que las cepas tienen porcentajes de identidad del 95 % y 99
%, de las cuales tres cepas mostraron alta similitud a Streptococcus equi, y una
cepa con Staphylococcus warneri (Quispe, 2019).

Otro trabajo en linfadenitis cervical en cuyes (Cavia porcellus), se realizé a
través de técnicas microbioldgicas en el Centro Experimental Pampa del Arco de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga en Ayacucho. Se emplearon
20 cuyes distribuidos en cuatro tratamientos con cinco repeticiones cada uno,
teniendo en cuenta la edad y sexo de los animales. Se identificé a 4 agentes
causales identificados como Streptococcus sp (100 %), Staphylococcus sp (90 %),
Salmonella sp (20 %) y Corynebacterium sp (20 %) (Flores, 2018). Otros estudios
relacionados se realizaron en la Asociacion COPRA — Majes, Arequipa- 2013,
donde se identific6 a Streptoccocus zooepidermicus (90,5 %), Salmonella
thyphimurium (2 %), Salmonella enteritidis (2 %), Staphylococcus aureus (2 %) y
Micrococcus (2 %) como agentes etiolégicos de la Linfadenitis. Las enfermedades
que condicionan el desarrollo de la cria de cuyes se consideran a la linfadenitis
(19,61 %) y Salmonella thyphimuriumcon (3,94 %) del total de patologias asociadas
a los sistemas de produccién (Concha, 2014).

Por otro lado, se identific6 mediante diagnadstico clinico linfadenitis en cinco
cuyes (Cavia porcellus) de un plantel cavicola de la provincia de Imbabura, que se
confirmd con andlisis histopatoldgico y estudio bacterioldégico. Con este ultimo, se
identificd a Staphylococcus spp. en muestras de ganglios linfaticos. Se concluy6
que, la enfermedad fue compatible con linfadenitis por Staphylococcus spp., que
mediante analisis in vitro se confirmo que es sensible a todos los antimicrobianos

de uso veterinario frecuentemente usados (Estupifian et al., 2018).
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En otra investigacion se evalu6 didxido de cloro al 28 % para el control de
linfadenitis, en cuyes. Se emplearon 27 animales, los cuales se distribuyeron en
tres tratamientos mediante un disefio completamente aleatorizado. Los resultados
de laboratorio evidenciaron actividad sobre las unidades formadoras de colonia
(UFC). Ademas, se identificdé como agente de mayor prevalencia a Staphylococcus
aureus, seguido de Streptobacillus monoligormis (Jiménez, 2016).

En otro estudio identificaron los agentes bacterianos causantes de la
linfadenitis cervical en cuyes (Cavia porcellus) y determinaron la sensibilidad
antimicrobiana en la microcuenca del rio Marifio, distrito de Abancay, provincia de
Abancay, regién Apurimac. En dicho trabajo se realiz6 cultivos microbiol6gicos para
ello se recolectaron un total de 30 muestras provenientes de animales que
presentaban signos patognomoénicos de linfadenitis cervical. Los cultivos
microbiolégicos se realizaron en placas que contenian agar MacConkey, agar
sangre y agar nutritivo. Posteriormente, se realizaron antibiogramas a los aislados
bacterianos para lo que se utilizé el método Kirby-Bauer en agar Muller Hinton. Se
identificé a Streptococcus spp (100 %), Staphylococcus spp (16,6 %) y Salmonella
spp (10 %) como agentes bacterianos de linfadenitis cervical en las muestras
analizadas. Segun el sexo del animal, se identificd que Streptococcus spp estuvo
presente en un 50 % en machos y 50 % en hembras, Staphylococcus spp en un 60
% de los machos y un 50 % de las hembras, y Salmonella spp con un 33,3% en
machos y 66,7% en hembras. Con respecto a la edad del animal se hall6 que
Streptococcus spp tuvo una frecuencia del 50% en la etapa de recria y 50 % en
adultos, Staphylococcus spp (60 % recria 40 % adultos) y Salmonella spp (33,3 %
recriay 66,7 % adultos) (Teves, 2022).

Asimismo, en otro estudio identificaron la etiologia y la susceptibilidad
antibiotica de bacterias causales de Linfadenitis cervical (LC) en cuyes
reproductoras clinicamente enfermas. El estudio incluyé a 50 cuyes de raza Perd,
gue presentaban abscesos externos (25 cuyes) y abscesos internos (25 cuyes). De
cada grupo, se obtuvieron muestras independientes mediante puncion/ aspiracion
de los ganglios linfaticos, que se cultivaron en medios ABS, TSA, BHI,
suplementados con sangre de alpaca y enriquecidos con caldo FTM. Los cultivos
se incubaron a 37°C por 48 horas para luego ser identificados por caracterizacion
morfolégica y microscopica, ademas mediante la prueba de CAMP y pruebas

bioquimicas. Para la evaluacion de la sensibilidad microbiana se utiliz6 el método
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Kirby-Bauer y se empled seis antibidticos de uso comun en la medicina veterinaria.
Los resultados mostraron una elevada frecuencia de Streptobacillus moniliformis
(100 y 96 %), Streptococcus pyogenes (96 y 100 %) y Streptococcus
zooepidemicus (96 y 92 %). Ademas, se hallé6 multiresistencia antibiética a mas de
tres antibidticos (ampicilina, oxitetraciclina, amoxicilina, cloranfenicol), con
respuesta de sensibilidad a penicilina (26-29 %) y gentamicina (23-26 %) como
posible éxito terapéutico. Los abscesos subcutaneos externos e internos con LC en
cuyes evidenciaron predominancia de bacteria Gram negativas S. moniliformis, S.
pyogenes y S. zooepidemicus multidrogo resistente con elevadas frecuencias
(Carhuapoma—Delacruz et al., 2022).

Se determiné el agente etiologico de Linfadenitis en abscesos subcutaneos
provenientes de cuyes en el distrito de Majes, provincia de Caylloma, departamento
de Arequipa. Se obtuvieron 50 muestras aleatorias provenientes de animales en la
etapa de recria, las cuales fueron analizadas mediante ensayos microbiolégicos
que incluyeron aislamientos en agar sangre y MacConkey, identificacion
microscépica mediante tincibn Gram y pruebas bioquimicas. Los resultados
mostraron que Streptoccocus zooepidermicus (90,5 %) fue el principal agente
etiologico identificado seguido de Salmonella thyphimurium (2 %), Salmonella

enteritidis (2 %), Staphylococcus aureus (2 %), Micrococcus (2 %). (Concha, 2014).



2.2. Bases teodricas

2.2.1. El cuy o cobayo

El cuy (Cavia porcellus) es una especie originaria de los Andes de
Sudameérica, especificamente de las zonas de Bolivia, Colombia, Ecuador y Peru.
Este es conocido por ser un producto alimenticio con alto valor nutritivo (Quispe,
2019) y bajo costo de produccion, lo que contribuye a la seguridad econdémica y
alimentaria de la poblacion de zonas rurales y con bajos recursos (INIA, 2005).
Entre algunas ventajas de su crianza se puede considerar, su adaptacién a
diferentes condiciones ambientales, son animales altamente proliferos, su
alimentacion se basa principalmente en la herbivora por lo que puede consumir
desde cualquier planta herbacea hasta desperdicios de cocina y/o subproductos
industriales, por otro lado, su crianza no requiere de una infraestructura bien
disefiada y el estiércol generado se puede utilizar como abono organico (Vivas,
2009). Los cuyes representan un lugar importante en el ambito de la investigacion
(Pritt, 2012), ha contribuido a estudios de anafilaxia, asma, inmunologia,
enfermedades infecciosas y nutricionales y otologia, entre otros (Shomer,
Holcombe y Harkness, 2015). Los cuyes es sindnimo de experimentacion cientifica
(Padilla-Carlin, McMurray y Hickey, 2008) y son roedores dentro del suborden
hystricomorpha, mientras que los subdrdenes sciuromorpha y myomorpha
contienen las otras especies de roedores. Este lugar especial en la investigacion
implica que los cuyes son uno de los animales de laboratorio mas utilizados en la
investigacion. Después de un pico de uso en la década de 1960 con un estimado
de 2,5 millones de cuyes por afo, el numero utilizado por afio en la investigacion
biomédica ha disminuido constantemente (Pritt, 2012), los cuyes fueron
domesticados hace unos 3000 a 6000 afios, se encuentran adaptados a las
condiciones de vivienda creadas por el hombre (Sachser, Kinzl y Kaiser, 2007).
Asi mismo, gracias a que es capaz de adaptarse a diferentes condiciones
climaticas, el cuy puede estar presente en regiones como la costa o el llano hasta
zonas que alcanzan alturas de hasta 4 500 metros sobre el nivel del mar como los
andes, por lo que, se le puede encontrar en zonas ya sea frias o calidas (Quispe,
2019).



Asimismo, es un recurso genético importante sobre todo para las
comunidades alto andinas del Perd, ya que sirve como sustento econdémico y
alimentario (Valladares, 2019). La crianza de cuyes en América del Sur es una
actividad econémica importante en comparacion con su crianza como mascotas en

otros paises (Jara et al., 2023).

2.2.2. Ganglios linfaticos

Son estructuras distribuidas por todo el organismo, encapsulados y
de forma ovoide y que ademas de la vasculatura sanguinea normal estan
conectados a la red de vasos linfaticos, cuya funcion principal es filtrar linfa
y facilitar la activacion de la respuesta inmune adaptativa. Confirmados por
una corteza rica en linfocitos B, una paracorteza compuesta
predominantemente por linfocitos T y una médula con macréfago y células
plasmaticas, permitiendo actuar como centros de proliferacion,
diferenciacion y vigilancia inmunoldgica frente a antigenos. De esta manera
los antigenos (Ags) entran en contacto con las células de sistema inmunitario

qgue son quienes inician la respuesta inmunitaria (Manrique, 2021).

2.2.3. Sistema linfatico

El sistema linfatico comprende una red de sacos 0 espacios
terminales que integra érganos, vasos Y tejidos, lo cuales confluyen en
canales colectores de entrada. Se caracterizan por presentar una presion de
-0,2 y 8,0 mm Hg en los tejidos y en el espacio intersticial. Se encargan del
drenaje del filtrado capilar desde el espacio intersticial mediante los
mecanismos de Starling o a través del propio sistema linfatico, por lo que
desempeiia una funcioén importante en el equilibrio de liquidos y la respuesta

inmunitaria (Manrique, 2021).

2.2.4. Tejido linfoide

El linfonddulo presenta una capsula de tejido conectivo cuya funcion
es de soporte y de la cual se originan trabéculas hacia el interior, que facilitan

el paso de los vasos aferentes y eferentes. En esta region existen nervios
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sensitivos y motores, que explican por qué su rapido aumento en tamafo
ocasiona dolor. En su corteza existe una gran concentracion de linfocitos B,
organizados en foliculos linfoides primarios y en foliculos secundarios. En
cuanto a la medula del linfonédulo esta constituida por fibras reticulares de
las que derivan trabéculas que forman los cordones medulares, los cuales
convergen en el hilio. En esta zona también existen células libres, entre ellas
linfocitos B y T, células plasmaticas y macrofagos, rodeadas por senos y
capilares linfaticos (Manrique, 2021).

2.2.5. Linfadenitis cervical

La linfadenitis es una enfermedad producida por microorganismos
bacterianos y se presenta como una inflamacion de los ganglios linfaticos
cervicales, lo que causa la formacion de abscesos debajo de la cabeza o el
cuello del infectado, ademas puede producir infecciones en la nariz, oidos
y en las vias respiratorias, |0 que provoca bronquitis y neumonia
(FONCODES, 2014; Barrial y Huamén, 2020). Dentro de los animales que
padecen esta afeccion se encuentras los cobayos o cuyes, los cuales se
infectan a través de los ganglios linfaticos cervicales mediante la mucosa
oral desgastada (Barrios-Arpi y Morales-Cauti, 2020). Entre los
microorganismos involucrados en esta afeccibn se encuentran
principalmente Streptococcus zooepidemicus y S. moniliformis (O’Rourke,
2020). En raras ocasiones, puede ocurrir una forma sistémica aguda en

cuyes mas jovenes (Evans, 2013).

2.25.1. Epidemiologia

A nivel mundial, se han reportado infecciones causadas por
microrganismos del género Streptococcus en diversas especies animales,
observandose en varios casos una marcada especificidad por hospedero.
Estas afecciones se han reportado en caballos, cerdos, rumiantes,
primates, perros, gatos, ratones y cuyes, siendo estas dos Ultimas las

especies mas sensibles (Abbott et al., 2010).
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2.25.2.

Sexo

Se ha demostrado que las cuyes hembras son mas susceptibles a las
enfermedades que los machos (Mans, 2013).

Factores de riesgo

Desde el enfoque epidemioldgico, su presentacion depende de la
interaccion entre el agente, hospedador y el ambiente; en el hospedador
los factores de riesgo incluyen el estrés fisiologico por gestacion o destete,
inmunosupresion y deficiencia de vitamina C, ademas de la presencia de
lesiones en mucosas orales o en la piel que son puerta de entrada para los

diferentes microorganismos (Mans, 2013).

Contagio y zoonosis

Linfadenitis cervical, causado principalmente por Streptococcus
zooepidemicus es una bacteria beta-hemolitico encapsulado Gram positivo
y tradicionalmente se clasifica como estreptococo del grupo C, se transmite
mediante contacto directo a secreciones purulentas o mediante fémites,
siendo las microlesiones en la mucosa oral y cutanea las principales
puertas de entrada. S. zooepidemicus posee importancia zoondbtica,
ocasionando en seres humanos infecciones como bacteriemias,
endocarditis 'y neumonias, principalmente reportado en personas
inmunocomprometidas o0 expuestas ocupacionalmente al contacto con
animales infectados (Mans, 2013). En tan sentido, aunque los casos de
transmision desde cuyes hacia humanos son limitados, linfadenitis en
cuyes debe considerarse un riesgo zoondtico emergente, requiriendo

medidas de bioseguridad en la crianza y manipulacion de los cuyes.

Patogenia

La opinion tradicional sobre la patogenia de la linfadenitis cervical en
cobayos es que el estreptococo del grupo C de Lancefield accede a los
ganglios linfaticos cervicales mediante una mucosa oral erosionada. En
este estudio, se establece que la inoculacibn de mucosas nasales y

conjuntivales intactas con Streptococcus zooepidemicus (Lancefield Grupo
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2.2.5.3.

C) también puede producir la enfermedad. Se dividieron cuyes (Cavia
porcellus) recién destetados (SPF) en dos grupos experimentales de 10 y
dos grupos de control de cuatro cada uno. Los conejillos de indias de cada
grupo se alojaron individualmente en cubiculos separados. El grupo | se
inoculé con 0,05 mL de cultivo que contenia 2,8 x 10’ CFU/mL de S.
zooepidemicus en la conjuntiva del ojo izquierdo. ElI grupo Il recibié un
in6culo similar en las fosas nasales izquierdas. Los grupos de control
recibieron 0,05 mL de caldo TSB en los mismos sitios. Cinco de diez
cobayos en el Grupo Il murieron de cuatro a nueve dias después de la
inoculacién. Los conejillos de indias supervivientes fueron sacrificados a
intervalos entre los dias 4-13 después de la inoculacion. Todos los cobayos
fueron sometidos a necropsia, cultivados y examinados en busca de
evidencia de infeccion. S. zooepidemicus se recuperé de 30/50 y 39/46
sitios cultivados de los Grupos | y Il, respectivamente. Se encontro
linfadenitis en los ganglios linfaticos cervicales de 8/10 cobayos del Grupo
| y 10/10 del Grupo Il. La mucosa conjuntival y nasal, por lo tanto,
representan sitios potenciales de entrada que resultan en linfadenitis
cervical en cobayos. S. zooepidemicus se recuperd de 30/50 y 39/46 sitios
cultivados de los Grupos | y II, respectivamente. Se encontré linfadenitis en
los ganglios linfaticos cervicales de 8/10 cobayos del Grupo | y 10/10 del
Grupo Il (Murphy et al., 1991).

Transmision

Los agentes etioldgicos se transmiten a través de lesiones cutaneas,
mordeduras, via aérea (aerosol) o genital, asi como por laceraciones en la
mucosa oral o conjuntiva. La ingesta de alimentos que tienen un alto
contenido de fibra aumenta la susceptibilidad pues favorece la aparicion de
lesiones en la cavidad bucal. Tras el ingreso del organismo, los
microorganismos infectan inicialmente los nodulos linfaticos locales,
generando frecuentemente un aumento unilateral o bilateral en el angulo
de la zona cervical. Asimismo, los agentes pueden permanecer de forma
latente en la conjuntiva y en la cavidad nasal del hospedero (Manning,

Wagner y Harkness, 1984).
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2.25.4.

2.2.5.5.

2.2.5.6.

Signos clinicos

La principal manifestacion clinica de la linfadenitis es la presencia de
uno o varios “bultos” debajo de la mandibula y/o a los laterales de la traquea
cervical producidos principalmente por el agrandamiento de los ganglios
linfaticos. Los animales que resultan infectados pueden no presentar otros
signos de enfermedad o se puede presentar en algunos casos fiebre,
pérdida de apetito y con ello la pérdida de peso, incluso y de manera
ocasional se puede presentar infeccion respiratoria y septicemia con alta
mortalidad, ademas, también se pueden ver afectados ganglios linfaticos
de otras partes del cuerpo (Manning, Wagner y Harkness, 1984; Barrial y
Huaman, 2020). Otro de los signos que nos puede llevar a el diagndstico
de esta enfermedad de formatardia es la presencia de materia o pus debido
a la erupcion de los bultos, lo cual se da cuando la infeccion se encuentra

muy avanzada (Flores, 2018).

Diagnostico morfologico

Mediante examen clinico se pueden observar en el ganglio linfatico
cervical: presencia de aumento de volumen en la regién cervical, producto
de abscesos en ganglios linfaticos mandibulares y cervicales superficiales,
los abscesos suelen ser delimitados, encapsulados y de consistencia firme
con contenido purulento de aspecto cremoso (Teves, 2022).

Resultados del examen fisico
Forma de localizaciéon

Los abscesos pueden ser bilateral o unilateral, y en infecciones
cronicas se observan adherencias a tejidos circundantes,
linfadenopatia, que puede ser doloroso a la palpacion, pueden

presentar torticolis o nistagmo si hay otitis (Evans, 2013).
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Forma sistémica aguda

Disnea, Taquipnea, Cianosis, Estertores o ruidos cardiacos
amortiguados, Colapso, taquicardia, mala periferia, pulsos generales
si se encuentra en shock séptico (Evans, 2013).

2.2.5.7. Diagnostico diferencial

En la mayoria de los casos los abscesos son el signo principal
con el cual los productores pueden diagnosticar esta enfermedad,
también se pueden presentar signos como dificultad respiratoria u
obstruccion esofagica debido al aumento en el tamafio de los
ganglios. No obstante; se puede realizar un diagnéstico mediante el
cultivo del material del absceso en medios de cultivo como agar
sangre, en el cual se revelaria el principal agente causal con colonias
3-hemoliticas de cocos gram-positivos (Manning, Wagner vy
Harkness, 1984).

2.2.6. Agentes causales de Linfadenitis
2.2.6.1. Streptococcus sp.

El género de bacterias conocido como Streptococcus, se
caracterizan por ser Gram positivas y de morfologia esférica que
forman cadenas o pares. Salvo algunas especies, la mayoria suelen
ser inmoviles y no presentan capsula. Se ha descrito la presencia de
fimbrias en especies como S. pyogenes y S. sanguis, mientras que
otras como S. equi y S. suis, presentan capsula. Este género no
produce catalasa, una enzima capaz de catalizar al peréxido de
hidrogeno, lo que las diferencia facilmente del género
Staphylococcus (Vadillo, 2002). Entre los estreptococos beta-
hemoliticos existe una diferencia particular referida a los antigenos
de carbohidratos de la pared celular en grupos de Lancefield. De los
causantes de enfermedades en cuyes se sabe que son del grupo A
(S. pyogenes) y del grupo C (S. equi, S. equisimilis) (Gonzalez-Lama
et al., 2000).
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Sus principales factores de virulencia incluyen a enzimas y
exotoxinas como las estreptolisinas que tienen actividad hemolitica,
hialuronidasas, ADNasas, estreptoquinasas y proteasas. Sin
embargo, la funcién especifica y la importancia de alguno de estos
factores aun no han sido ampliamente estudiados. Las capsulas de
polisacarido son consideradas los principales factores virulentos de
S. pyogenes, S. pneumoniae y S. equi, y que ademas les confieren
propiedades antifagociticas. De igual manera, la proteina M presente
en la pared celular de S. pyogenes, S. equiy S. porcinus también tiene
actividad antifagocitica. Por lo que, en ausencia de estos mecanismos
de evasion, las bacterias son rapidamente destruidas por los fagocitos
del hospedero. Streptococcus pneumoniae puede provocar neumonia
grave (Wagner et al., 1976).

2.2.6.1.1. Streptococcus equi. Sbsp. Zooepidemicus

Este agente pertenece al grupo C de los Streptococcus,
es un organismo que produce hemdlisis B, encapsulado y
fermenta el sorbitol (Brabb et al., 2012b) y tiene una cépsula
antifagocitica, ademas produce varias exotoxinas, y es una
subespecie que sobrevive mas tiempo de lo normal fuera del
huésped. Es patégeno que afecta a animales y humanos, y
estd asociado a la inflamacion de los ganglios linfaticos
cervicales produciendo abscesos con pus de color blanco
amarillento. Ademas, se considera el principal agente causal
de la linfadenopatia en cuyes (Barrios-Arpi y Morales-Cauti,
2020). Los conejillos de Indias pueden portar S. equi subsp.
zooepidemicus asintomaticamente en la nasofaringe y la
conjuntiva (Percy y Barthold, 2007) y se asocia al desarrollo de

linfadenitis cronica (Wagner et al., 1976).

Este microorganismo se transporta mediante la
nasofaringe y la conjuntica, al parecer su ruta de invasion seria
mediante las abrasiones en la mucosa oral, sin embargo,

también se puede hablar como otras posibles vias de entrada
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a su inhalacion, las abrasiones cutaneas y la invasion del tracto
genital durante el parto de las hembras. Una vez el organismo
haya iniciado la invasion del tejido subyacente de la mucosa
oral se piensa que es transportado a los ganglios linfaticos en
donde prosperan los organismos pidgenos produciendo un
proceso de inflamacion supurativa croénica (Barthold, Griffey y
Percy, 2016). Dentro de otro de los signos que puede causar a
infeccidn por parte de esta bacteria se menciona a secreciones
nasales y oculares, disnea, hematuria, glandulas mamarias
inflamadas, abortos y muerte inesperadas (Corning, Murphy y
Fox, 1991; Shomer, Holcombe y Harkness, 2015).

Manifestaciones clinicas: La enfermedad clinica asociada a
S. equi subsp. zooepidemicus se conoce coloquialmente
como «bultos», debido a la naturaleza pidégena de la bacteria
y a su propension a desplazarse a los ganglios linfaticos y
replicarse en ellos (Percy y Barthold, 2007).

2.2.6.1.2. Streptococcus piogenes

Considerado también como uno de los agentes
responsables de la Linfadenitis, este microorganismo [3-
hemolitico que pertenece al grupo A de lancefield, considerado
un agente bacteriano que afecta animales y humanos, es
normal encontrarlo alrededor de la mucosa oral o en las vias
respiratorias altas. Sin embargo, al penetrar los ganglios
linfaticos pueden causar abscesos grandes en la regién del
cuello. Ademas; estos organismos se encuentran asociados,
septicemias y otras condiciones supurativas (Saldias et al.,
2008).

2.2.3. Identificacion morfologica

La identificaciébn microbiol6gica de las bacterias se realiza mediante
cultivos en medios especificos y con los nutrientes necesarios para su

desarrollo, a continuacion, se mencionan algunos:
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2.2.3.1. Agar Sangre

Medio de cultivo suplementado con sangre ovina al 5 %,
también puede usarse sangre humana, permite el desarrollo de
bacterias que son nutricionalmente exigentes, ademas permite una
clara vision de las reacciones de hemdlisis (factor de virulencia). Esta
reaccion se presenta en tres formas: hemolisis alfa, es decir la lisis
parcial de los glébulos rojos lo cual se observa por la presencia de un
halo de color verde alrededor de las colonias; hemolisis beta,
caracterizado por la lisis total de los globulos rojos, observandose un
halo claro y brillante alrededor de las colonias; y por ultimo la
hemdlisis gamma, en la cual no se aprecia una lisis de los glébulos
rojos, es decir; el medio de cultivo permanece igual, sin cambios
(Concha, 2014).

2.2.3.2. Agar Salmonella-Shiguella

Medio de cultivo usado para el aislamiento de la bacteria
Salmonella sp. y de algunas especies de Shigella spp. Compuesto
por pluripeptona y el extracto de carne, sales biliares y el verde
brillante, estos dos ultimos inhiben el desarrollo de la mayoria de
bacterias Gram positivas, coliforme y Proteus spp. Ademas,
contiene latosa y tiosulfato de sodio que permiten observar
fermentacion lactosa y formacion de SH2, indicador de la formacion
de sulfuro de hierro el cual se evidencia cuando las colonias
presentan un centro negro. Como indicador de pH contiene rojo
neutro. Los microorganismos que logran fermentar la lactosa,
acidifican el medio haciendo que este se cambie al color rojo. En el
caso de Salmonella sp y Shiguella spp, los cuales no son
fermentadores de lactosa crecen en colonias transparentes
(Bonnet et al., 2019).

2.2.3.3. Agar MaCconkey

Medio de cultivo utilizado para el aislamiento de bacilos Gram

negativos aerobios y anaerobios facultativos, pueden desarrollarse en

18



este medio todas las especies de la familia Enterobacteriaceae.
Dentro de sus componentes tiene se puede mencionar a la peptona,
la lactosa, sale biliares y el cristal violeta. Su fundamente se basa en
la fermentacion de la lactosa, lo cual produce la disminucion de pH
alrededor de las colonias, produciendo un viraje del indicador de pH,
el rojo de metilo, asi como la precipitacion de las sales biliares. Las
bacterias que no fermentan lactosa crecen incoloras (Hasan et al.,
2019).

2.2.3.4. Agar Staphylococcus

El agar Staphylococcus es usado para el aislamiento es
estafilococos de muestras clinicas y no clinicas y se basa en la
fermentacién de manitol, formacion de pigmentos y actividad
gelatinasa. Dentro de sus componentes esta la peptona de caseina,
la cual proporciona nitrégeno, vitaminas, minerales y aminoacidos
esenciales para el crecimiento. En el caso de la obtencién de
estafilococos patdgenos y coagulasa positivos resisten la alta
concentracion de NaCl y sus colonias son color dorado, por ultimo,
para la observaciéon de la fermentacion de manito y la produccion de
acido, se agrega unas gotas de azul de bromotimol a una placa y se
busca la produccién de un halo amarillo alrededor de las colonias
(Hasan et al., 2019).

2.2.4. Técnicas moleculares
2.2.4.1. Extraccion del ADN

La extraccién de ADN es una de las técnicas béasicas usadas
en biologia molecular, que tiene como fin la obtencion de ADN en
cantidad y calidad necesaria. Este procedimiento incluye el uso de
métodos fisicos (calor, frio, golpes, entre otros) y métodos quimicos
(detergentes, entre otros), con el fin de romper la membrana celular
del organismo (lisis celular), eliminar proteinas y otros
componentes celulares y solubilizar el ADN. Para ello se pueden

utilizar desde métodos in-house (método de fenol-cloroformo,
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2.24.2.

meétodo de Shock térmico), hasta el uso de kits comerciales. Una
vez obtenido el producto, este se evalla mediante
espectrofotometria o usando electroforesis en gel. En el primer
caso, la concentraciéon de ADN se mide segun la cantidad de luz
absorbida por longitudes de onda especificas, para el caso de los
acidos nucleicos esta se encuentra a ~260 nm, una relacion
Aze0/A280 debe ser aproximadamente 1.8, una relacion inferior

indicaria contaminacién por proteinas (Gupta, 2019).
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas
en inglés Polymerase Chain Reaction) es una técnica importante
dentro de la biologia molecular, util para la amplificacion de
millones de copias de un fragmento especifico de ADN. Esta
técnica se fundamenta en los mecanismos de replicacion celular,
donde intervienen una serie de proteinas que permiten la sintesis
de nuevas hebras de ADN a partir de una cadena molde (Serrato
et al., 2014).

En esta técnica se da un ciclo integrado por tres fases: primero
ocurre la desnaturalizacion del ADN molde proceso que se da por la
elevacién de la temperatura. Luego de la separacion de las dos
hebras del ADN ocurre la union de los cebadores. Posteriormente,
ocurre la fase de alineamiento donde ocurre la hibridacion de
cebadores, favorecida por la disminucion de la temperatura se unen
los cebadores a las zonas complementarias del ADN
desnaturalizado. Cada cebador es un oligonucleétido monocatenario
disefiado para reconocer secuencias ubicadas en los extremos de la
region que se desea amplificar. Por ultimo, en la fase de elongacion,
la reaccion se mantiene a una temperatura optima en presencia de
un excedente de desoxinucledtidos trifosfato (dNTPs), lo que
permite que la ADN polimerasa sintetice nuevas cadenas a partir de
los cebadores previamente unidos. En los primeros ciclos se

sintetizan productos de mayor longitud; sin embargo, en ciclos
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2.2.4.3.

2.24.4.

sucesivos, la elongacién se restringe a fragmentos limitados por la
longitud del molde y por ambos cebadores. Esto aumenta
progresivamente la proporcion del amplicon especifico en el
producto final (Valladares, 2019).

Gen 16S ARNr

El ARN ribosémico 16s corresponde a la subunidad pequefia
del ribosoma cuya funcion principal es traduccién de la informacién
genética contenida en el ARNm a proteinas funcionales. El ARNr
16S es una molécula que tiene regiones con un alto grado de
conservacion, lo que lo hace especialmente Gtil como cronémetro
evolutivo. En ese sentido el ARNr 16S es de gran utilidad para la
identificacion bacteriana o la asignacion de género y especie (Bou
et al.,, 2011). De acuerdo con la Sociedad Americana de
Microbiologia (ASM) se recomienda utilizar la nomenclatura ARNr
16S para referirse a esta molécula (Olmos et al., 2010). El analisis
de la secuencia del ARNr 16S es una herramienta ampliamente
utilizada para el andlisis de la diversidad bacteriana en muestras
clinicas y ambientales, y ha sido aplicado en un amplio nimero de
especies. Las secuencias disponibles en bases de datos como
GenBank tienen longitudes variables, aunque usualmente se
analizan fragmentos comprendidos entre 500 y 1 500 pares de
bases (Olmos et al., 2010).

PCR multiplex

Este sistema de PCR permite amplificar de manera
simultanea varios fragmentos de ADN en una sola reaccion, se
usan con normalidad para examinar la genética de poblaciones,
asignacion de parentesco, interacciones tréficas, identificacion
molecular de especies, la evaluacidon comunitaria, asi como para
estudios forenses y de seguridad alimentaria (Sint, Raso y Traugott,
2012).
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2.2.4.5. Electroforesis en gel de agarosa

Es una técnica muy utilizada para la separacién y analisis de
acidos nucleicos. Debido a que las moléculas de ADN presentan
una carga eléctrica negativa, migran desde el electrodo negativo
hacia el positivo cuando se someten a un campo eléctrico. En este
caso, la matriz del gel actia como un tamiz que limita el
desplazamiento aleatorio de las moléculas. Por lo que, aquellas
moléculas que tienen un tamafio similar migran juntas como una
banda, cuyo ancho corresponde al ancho del carril de carga. Las
moléculas de menor tamafio se desplazan con mayor rapidez por
lo que, las moléculas de diferentes longitudes migran como bandas
distintas (Valladares, 2019).
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3.1.

CAPITULO Il

DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

Localizacion

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en tres provincias
de la zona sur de la region Cajamarca (Cajabamba, San Marcos y
Cajamarca), la parte de identificacion microbiolégica y bioquimica se
desarroll6 en el Laboratorio de Biotecnologia en Sanidad Animal de la
Estacion Experimental Agraria Bafios del Inca- Instituto Nacional de
Innovacion Agraria (INIA) y en relacion a la secuenciacion, fueron enviadas

28 muestras a Macrogen (Corea del Sur) para sus analisis correspondientes.
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Figura 1. Mapa de los lugares de muestreo en la regién Cajamarca
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3.2.

3.3.
3.3.1.

3.3.2.

Disefio de investigacion

La presente investigacion es de nivel basico descriptivo, no

experimental, de corte transversal.

Poblacién, muestray unidad de andlisis

Poblacion
Todos los cuyes vivos de tres provincias (Cajabamba, San Marcos y
Cajamarca) de la zona sur de la regién de Cajamarca.
Criterios de inclusion
Cuyes de todas las edades.
Cuyes machos y hembras.
Cuyes positivos a linfadenitis (presencia de ganglios cervicales
aumentados de tamafio, con pus) de las tres provincias.
Criterios de exclusion
Todos los cuyes aparentemente sanos de las tres provincias.
Muestra
Para determinar el tamafio muestral se tom6 como referencia los
datos de la poblacion de cuyes en la region Cajamarca: 2'408,094 cuyes
(INE, 2012).
El tamafio de muestra se calculé6 empleando la formula para estimar

prevalencias en poblaciones grandes:

_Z%p.(1-p)
TlO—T

Se considero un nivel de confianza del 95% (Z=1.96), una prevalencia
del 50% (p=0.5) para maximizar la varianza y un error maximo permisible del
6% (d=0.06). Dado que no se dispone de estudios previos sobre prevalencia
de linfadenitis en cuyes, se asumié una prevalencia esperada del 50%
(p=0.5), lo que maximiza la varianza y permite obtener un tamafo de muestra
adecuada (Daniel, 1999; Dohoo, Martin y Stryhn, 2009).

Al remplazar los valor en dicha formula, se obtuvo:

1.96% x 0.5x 0.5
o = 0.062

= 266.78
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Cabe precisar que, debido a la gran magnitud de la poblacién de cuyes en
la region de Cajamarca con 2'408,094 cuyes, la correccion por poblacién finita no
modificé de manera sustancial el tamafio de muestra (266.78 a 266.75). Esto se
debe a que, en poblaciones muy numerosas, el efecto de dicha correccion es
practicamente nulo, aunque su aplicacién resulta metodolégicamente necesaria
para garantizar el rigor estadistico del estudio. Finalmente, el valor ajustado fue
266.75, estableciéndose un tamafio de 267 animales. Este nUmero asegura un
margen de error real de aproximadamente £6.01% con un 95% de confianza, lo
cual se encuentra dentro de los estandares aceptados en estudios epidemiolégicos
de campo (Thrusfield, 2018). Considerando por criterio del investigador se escogio
al azar los cuyes distribuidos en las tres provincias de la siguiente manera: en

Cajabamba 59, San Marcos 32 y Cajamarca 176 cuyes.

3.3.3. Unidad de anélisis

Cuy positivo a linfadenitis (presencia de ganglios cervicales aumentados de

tamano).

3.4. Identificacion de los cuyes positivos a Linfadenitis

Los cuyes positivos a linfadenitis cervical fueron identificados mediante la
deteccién de la presencia de abscesos en la region cervical al momento de la

observacion directa y palpacion.

3.5. Tomade muestra

Una vez identificado el animal con los ganglios inflamados o aumentados
de tamafo, se procedio a la obtencion de la muestra (material purulento), para ello
se rasuro la zona afectada y se desinfectd con yodo povidona diluido al 1%, para
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luego proceder a la obtencion del pus (aprox. 0.5 a 1.0 ml), para lo cual se us6 una

jeringa con aguja hipodérmica de 18G x 1”. Luego, se procedi6 a rotular cada jeringa

con los siguientes datos: lugar de procedencia, numero de muestra y fecha. Por

altimo, se coloco las muestras identificadas en una caja de Tecnopor con bolsas de

hielo y luego se traslado6 al Laboratorio Biotecnologia en Sanidad Animal del INIA-

Bafios del Inca, Cajamarca, en donde se procedio con el aislamiento de los agentes

bacterianos.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

Identificacién microbiolégica

Aislamiento de los agentes bacterianos

Del total de 276 muestras, se lograron aislar a 242. Las muestras
obtenidas fueron sembradas por estria y agotamiento, con una asa
bacteriol6gica estéril, se colocé aproximadamente 100 pl de material
purulento en placas Petri (Biologix) con los cuatro medios de cultivo
diferentes (Agar Sangre (Himedia), Agar MacConkey (Merck), Agar
Salmonella-Shigella (Merck), y Agar Staphylococcus) (Merck). Las placas
fueron incubadas en una Estufa universal Memmert UN-110/
Schwabach/Alemania a 37 °C por un periodo de 18 a 24 horas, o hasta notar

la presencia de colonias bacterianas.

Identificacién morfoldgica de los agentes bacterianos

Una vez obtenidas las colonias bacterianas, se realiz6 el repique
hasta la obtencion de un cultivo puro. Luego, las colonias aisladas fueron
caracterizadas morfolégicamente teniendo en cuenta el color, textura, forma,
tipo de hemodlisis, entre otras. Ademas, se realizo la tincion de Gram con el
objetivo de determinar la morfologia de las células bacterianas (Concha,
2014).

Los cultivos aislados fueron conservados en refrigeracion (Samsung,
RT35K5930S8/PE, México) en viales con agar base a 4 °C, a partir de los

cuales se realiz0 las pruebas siguientes.
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3.7.

3.8.

3.9.

Pruebas bioquimicas

Todos los aislados fueron reactivados utilizando agar nutritivo (Merck)
a 37 °C por 18 horas, con el fin de realizar las pruebas bioquimicas para el
caso de las bacterias gran negativas.

Las pruebas bioquimicas se realizaron en diferentes medios
diferenciales TSI (Difco), LIA (Difco), Agar Citrato de Simmons (Difco), Agar
SIM (Difco), lo que permitié la evaluacion de las rutas bioquimicas utilizadas
por las bacterias para la fermentacién de azlcares, descarboxilacion de
lisina, utilizacion del citrato como Unica fuente de carbono, la evidencia de
movilidad, la produccién de indol, la produccién e H2S, entre otras. También
se realizaron pruebas de producciéon de hemolisina en agar sangre y de

catalasa.

Extraccion de ADN gendmico

Para la extraccion de ADN de las cepas bacterianas aisladas se utilizé
la técnica de shock térmico. Se resuspendié 5 colonias en microtubos de 1.5
mL en 200 uL de agua grado molecular estéril, a partir de un cultivo de 18 h
de crecimiento, posteriormente la mezcla fue sometida a un proceso de calor
y frio de la siguiente manera: 20 minutos a 91 °C y 20 minutos a -20 °C,
seguido se llevé a centrifugar a 13 500 rpm durante 8 min, 100 uL del
sobrenadante fue transferido a un microtubo estéril (Dashti et al., 2009).
Luego se procedié a la medicion de la cantidad y calidad del ADN extraido
mediante espectrofotometria (Lambda, PCRmax). El ADN se conservo a -20
°C hasta su posterior uso. La calidad, cantidad y la absorbancia de ADN se

muestra en el Anexo 3.

Amplificacién del gen 16S ARNr

La amplificacién del gen 16S ARNr se realizé6 mediante reaccion en
cadena de polimerasa, empleando el primer  27F (5’-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3)) y el 1492R (5-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’) con un peso de 1400 pb (Dos Santos
et al., 2019) en una mezcla de reaccién de 25 uL conteniendo 2 uL de ADN
(100 ug/mL) de cada una de las muestras, 12.5 de Master Mix (Go Tag ® G2
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3.10.

3.11.

Green Master Mix, 2X-REF M7822), 1 uL de cada cebador y 8.5 de agua
grado molecular. Las condiciones de amplificacion fueron: activacion de la
polimerasa: 94 °C por 3 minutos; desnaturalizacion; 94 °C por 1 minuto;
alineacion: 55 °C por 1 minuto; extension: 72 °C por 1 minuto, durante 30
ciclos y una extension final de a 72 °C por 5 minutos, los productos de PCR
luego fueron evaluados en geles de agarosa al 1.0 % empleando Diamond™
Nucleic Acid Dye (Promega, E.EU.U.), la electroforesis fue realizada por 30
minutos a 100 voltios, una vez terminado este tiempo, los amplicones se
visualizaron en un transiluminador con luz UV (Labnet, UV transilluminator,

Taiwan). Los pasos de la reacciéon de la PCR se observan en el Anexo 4.

Amplificacién del gen Strep-spp

Para la amplificacion del gen Strp-spp se usé la técnica de PCR
empleando los primers (5" - CGGGGGATAACTATTGGAAACGATA -3’) y el
(5°- ACCTGTCACCCGATGTACCGAAGTA -3’) con un peso de 912 pb
(Arafa et al., 2021) en una mezcla de reaccion de 25 ul conteniendo, 2 ul de
ADN, 12 de master mix, 0.8 de cada cebadory 9.4 de agua grado molecular.
Las condiciones de amplificacion fueron: activacion de la polimerasa: 94 °C
por 2 minutos; desnaturalizacion; 94 °C por 50 segundos, alineacion: 61,4
°C por 55 segundos, extension: 72 °C por 1 minuto, durante 30 ciclos y una
extension final de a 72 °C por 5 minutos, los productos de PCR luego fueron
evaluados en geles de agarosa al 1.0 % empleando Diamond™ Nucleic Acid
Dye (Promega, E.EU.U.), la electroforesis fue realizada por 30 minutos a 100
voltios, una vez terminado este tiempo, los amplicones se visualizaron en un
transiluminador con luz UV (Labnet, UV transilluminator, Taiwan). Los pasos

que se realizaron para la amplificacion del Gen se observan en el Anexo 5.

Secuenciamiento

Se seleccionaron 28 aislamientos para su identificacion molecular.
Fueron elegidos los aislados que después de realizar las pruebas
microbioldgicas, entre otras, fueron gran negativas, a la identificacion
bioguimica dieron como resultado enterobacterias y cocos. Para ello los

productos de PCR de los 28 aislamientos fueron enviados a Macrogen
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3.12.

3.13.

(Corea del Sur), se efectué un secuenciamiento bidireccional mediante el
meétodo de Sanger (Sanger, Nicklen y Coulson, 1977).

Después de obtener las secuencias, con ayuda del programa
Chromas pudieron ser visualizados los cromatogramas, y luego editados
mediante el programa Aliview 1.27 (Larsson, 2014). Las secuencias editadas
se alinearon localmente con las secuencias depositadas en la base de datos
del GenBank-NCBI con el uso de la herramienta BLASTn (Altschul et al.,
1990). Por ultimo, utilizando secuencias del gen 16S ARNr de especies
cercanas, con porcentajes de similitud mayor a 99%, recuperadas del
GenBank-NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/search/), se cred un archivo
multi-FASTA con las secuencias obtenidas en este estudio. La inferencia
filogenética fue realiza utilizando el método Neighbor-Joining (Saitou y Nei,
1987) en el programa MEGA 10.2 (Kumar et al., 2018), considerando los

criterios establecidos por defecto en dicho programa.

Analisis estadistico

Para el procesamiento de los datos se realiz6 la estadistica
descriptiva, se utilizé una hoja de célculo de Excel (Microsoft 2019). Luego,
el analisis de asociacion de variables se realizé con el programa IBM SPSS
Statistics v. 26, considerando como estadistico de prueba el Chi cuadrado
con un nivel de confianza de 95 % y una significancia estadistica equivalente

a un p-valor < 0,05.

Aprobacion ética

La investigacion fue desarrollada con estricto cumplimiento de los
principios éticos para el estudio en animales de experimentacion,
garantizando el bienestar, el manejo humanitario y la reduccion del
sufrimiento de los animales, considerando las recomendaciones de la Guia
para el cuidado y uso de animales de laboratorio (National Research Council,
2011) y las normas internacionales de la OIE (2021) para el bienestar animal.
Asimismo, se aplicaron los principios de las 3R (Remplazo, Reduccién y
Refinamiento), priorizando el uso de métodos microbiologicos y moleculares
no invasivos, empleando técnicas de muestreo que minimicen el dolor y

estrés en los animales (Ruseell y Burch, 1959).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Aislamiento bacteriolégico de los cuyes positivos a Linfadenitis cervical

en cuyes segun lugar de procedencia

Del total de 276 muestras, se obtuvieron 242 aislamientos
bacterianos, con un 46,9 %, 9,3 % de enterobacterias provenientes de San
Marcos y Cajamarca respectivamente. Se logro identificar que la mayor
cantidad de agentes causales son Streptococcus spp. con una prevalencia
de 43,8 % de San Marcos, 100 % de Cajabamba y 85,4 % de Cajamarca;
Staphylococcus spp. con un 9,4 % de San Marcos y 5,3 % de Cajamarca;
enterobacterias con un 46,9 % de San Marcos y 9,3 % de Cajamarca.
Géneros como Streptococcus spp y Staphylococcus spp han sido reportados
por Mescco (2019), quién encontré un 69,77 % positivos a Streptococcus
spp Yy un 20,93 % positivos a Staphylococcus spp y Estupifian et al. (2018)
en Ecuador, quienes encontraron que Staphylococcus spp. era el agente
causal en los ganglios linfaticos de un plantel de reproductores de cuyes.
Asimismo, en Pera, Concha (2014) identificé Streptococcus zooepidemicus
en un 90,5 % de muestras de abscesos subcutaneos, ademas de Salmonella
thyphimurium, Salmonella enteritidis , Staphylococcus aureus y Micrococcus
spp. Dentro del grupo de enterobacterias se determiné que un agente causal
fue E. coli, tanto por las pruebas microbioldgicas y bioquimica. En otros
estudios se reporta enfermedades como cistitis y mastitis en cuyes son por
la presencia de E. coli como patdégeno principal (Wood, 1981)

Asi mismo, se encontrd una asociacion estadisticamente significativa
entre las variables lugar de procedencia (p=0,034), lo que difiere de lo
reportados por Gomez Gallo, Armendariz Sanchez y Pujos Aranda (2023),
quienes sefalan que no existe relacion entre la incidencia de linfadenitis y el

lugar de procedencia de los animales.
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Tabla 1: Identificacion microbiolégica de los agentes causales de

Linfadenitis cervical en cuyes en Cajamarca, Cajabambay San Marcos

Lugar
Agentes causales de linfadenitis i i P-valor
Cajamarca Cajabamba San Marcos

) n= 14 0 15
Enterobacterias
% 9,3 0,0 46,9
Staphvl n= 8 0 3 0.034
a ococcus S|
Phy PP % 53 0,0 9,4
n= 129 59 14
Streptococcus spp
% 85,4 100,0 43,8
Total N= 151 59 32 242

4.2. Caracterizacion morfoloégica y bioguimica de aislados bacterianos

29 aislamientos fueron bacilos gramnegativos y con caracteristicas
bioquimicas similares, como la fermentacion de glucosa, varios fueron
negativos para lactosa y sacarosa. Todos son catalasa positivos, indicando
la produccion de la enzima que descompone el perdxido de hidrégeno, por
lo cual estos aislamientos podrian ser patdégenos oportunistas que proliferan
en condiciones de estrés o inmunosupresion, comun en cuyes enfermos. La
produccion de indol y H2S en algunos de estos microorganismos,
especialmente en la muestra identificada como M27, podria indicar su
virulencia y capacidad para causar inflamacion en los ganglios linfaticos,
contribuyendo asi al desarrollo de linfadenitis en los cuyes afectados (Tabla
2). Por otro lado, el aislamiento identificado como 133, present6 las
caracteristicas del género Vibrio, confirmando con el secuenciamiento que
es Vibrio metschnikovii, segun Linde et al. (2004) dan a conocer el primer
caso de infeccion postoperatoria de una herida causada por V. metschnikovii
en un paciente varon de 46 afios de edad, no se detecto el foco de infeccidn,
pero estaria relacionado con exposicion al agua, contacto del paciente con
varias especies como pollos, vacas, cerdos, equinos donde se reportan
aislamiento de V. metschnikovii y puede considerarse infecciones
zoonoticas. Del mismo modo, Huang et al. (2023) mencionan que V.

metschnikovii es un patdgeno emergente que ocasiona infecciones humanas
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gue pueden ser mortales. Sin embargo, Flores et al. (2021) reportaron la
presencia de V. metschnikovii en un 30,64 % en muestras de 62 peces en
cuatro comunidades en la costa del Pacifico en el occidente de Nicaragua,
concluyendo que dicho patdgeno es tipico de ambientes marinos y causa
enfermedades al consumir pescado crudo o poco cocido. En tal sentido, las
especies de Vibrio pueden causar enfermedades en peces, mariscos,

mamiferos y seres humanos.

Tabla 2. Identificacién bioquimica de los agentes causales de Linfadenitis

cervical en cuyes en Cajamarca, Cajabamba y San Marcos

Pruebas bioquimicas

Citrato SIM TSI LIA
Cédigo Movilidad H2S Indol Glucosa Lactosa Sacarosa Gas Descarboxilacion H2S
M13 - - - - + - - - + -
M15 - - - - + - - - + -
M16 - - - - + - - - + -
M17 - - - - + - - - + -
M18 - - - - + - - - + -
M19 - - - - + + + - + -
M20 - - - - + - - - + -
M21 - - - - + - - - + -
M22 + + - - + + + + + -
M23 - - - - + - - - + -
M25 - - - - + - - - + -
M27 - + - + + + + - + -
M28 - - - - + - - - + -
M30 - - - - + - - - + -
81 + + + - + - - - + +
86 - - - - + + + - - -
91 - - - - + - - - + -
95 - - - - + - - - + -
99 - - - - + - - - + -
100 - - - - + - - - + -
101 - - - - + - - - + -
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102 - - - - + - - - +

103 - - - + - - - +
134 - - - + - - - +
136 - - - + - - - +
138 - - - + - - - +
139 - - - + - - - +
87 - - - + - - - +
133 - - - - + + - -

Se realiz6 la prueba de catalasa, todos los Streptococos fueron negativos y todos
los Staphylococcus positivos, ademas se realizé la prueba de coagulasa a este
altimo grupo en el que se hallé que no tenia dicha enzima. Por todo lo mencionado
se determindé que los cocos agrupados en cadena pertenecen a la especie
Streptococcus, la cual fue confirmado mediante PCR como se menciona mas
adelante. Por otro lado, los cocos agrupados en cadena se determinaron que son
del género Staphylococcus por su crecimiento en medio selectivo, caracteristicas
morfoldgicas (cocos en racimo) y ser catalasa positivo.

Por otro lado, se encontré en menor numero Bacilos Gram negativos (n=28), en los
que se encontré caracteristicas bioguimicas similares, para ello se utilizé los medios
bioquimicos TSI, LIA, Citrato y SIM. En la figura 2 se observa la utilizacion de citrato
como Unica fuente de carbono, la fermentacion de azucares (glucosa, sacarosa y
lactosa) y produccién de gas, descarboxilacion de lisina y movilidad e indol
negativo; este perfil bioquimico corresponde al aislado M22. Mientras que en la
figura 3 se observa el perfil bioquimico de la mayoria de las bacterias en mencion:
citrato negativo, fermentaciéon solo de glucosa, descarboxilacion de lisina y
movilidad e indol negativo. Asimismo, en la figura 4, se muestra el resultado del
aislamiento identificado con cédigo M18, citrato negativo, fermentacion solo de
glucosa, sin produccion de gas, descarboxilacion de lisina, indol negativo y la figura
5, citrato negativo, con movilidad e indol positivo, con fermentacion de glucosa,
lactosa y sacarosa, descarboxilacion de lisina positivo, sin produccion de gas. En
la tabla 2 se muestra el perfil bioquimico de todas las bacterias Gram negativas y
mediante estas pruebas se determino los géneros Salmonella, Escherichia y Hafnia

las cuales se confirmé las especies por secuenciamiento y analisis bioinformatico.
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B

Citrato TSI LIA SIM

Figura 2. Resultados de del aislamiento con codigo M22. Gram negativo. Prueba de citrato (+); TSI,
reaccion 4cido/acido/gas(+)/H2S(-)/;LIA, descarboxilacion (+)/H2S(-)/;SIM, movilidad(+)/indol(-
)H2S(-)/

| Citrato | TSI | LIA | SIM |
Figura 3. Resultados del aislamiento con cddigo M15. Gram negativo. Prueba de citrato (-); TSI,

reaccion alcalino/acido/gas(-)/H2S(-)/;LIA, descarboxilacion (+)/Hz2S(-)/;SIM, movilidad(-)/indol(-
)H2S(-)/
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| Citrato | TSl | LIA | SIM |

Figura 4. Resultados del aislamiento con cédigo M18. Gram negativo. Prueba de citrato (+);TSI,
K/A, IH2S(+)/;LIA, K/IK (+)/H2S(+)/;SIM, movilidad(+)/indol(-)/H2S()/

| uA | carratO | TSI | SIM |

Figura 5. Resultados del aislamiento con cddigo M27. Gram negativo. LIA, K/K (+)/H2S(-)/; Prueba
de citrato (-); TSI, A/A, /H2S(-)/;SIM, movilidad(+)/indol(+)/H2S(-)/
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4.3. Amplificacion del gen 16S ARNr

Figura 6. Electroforesis en el gel de agarosa al 1% del gen 16S ARNr. Carril M
marcador de peso molecular de 10 000 pb (1kb). Los carriles del 1 al 9, a excepcion
del 7, corresponden a los diferentes aislamientos amplificadas como una Unica

banda de 1400 pb, carril M, marcador de peso molecular de 10000 pb.

Del total de las 267 muestras recolectadas. Se obtuvo 242 aislamientos bacterianos
que amplificaron el gen ARNr 16S (1400 pb) (Figura 6). Todos los aislados se
realizaron a través del mismo patron. Confirmando que todos los aislamientos
pertenecen al dominio bacterias, es decir, estas bacterias contienen el material
genético especifico amplificado por esta técnica, lo que sugiere que estan
presentes en la muestra analizada. El gen 16S rRNA es altamente conservado y se
utiliza comunmente para la identificacion y clasificacion de bacterias debido a que
proporciona informacién sobre las especies bacterianas que causan los sintomas
de enfermedades como la linfadenitis, y ello puede ayudar en el diagnéstico,

tratamiento y control de esta infeccion.

4.4. Amplificacién del gen Strep- spp

De los 242 aislamientos, la mayoria fueron identificados microbiolégicamente gran
positivos, por lo que se considerd importante realizar la amplificacion del gen Strep-
spp. Se obtuvieron amplicones de 912 pb en 201 muestras (Figura 7), confirmando
gue la presencia del género Streptocooccus spp. es uno de los agentes causales

de linfadenitis en cuyes.
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del gen Strep- spp. Los carriles
del 1 al 9 a excepcion del 3 corresponden a diferentes aislamientos Gram positivos
amplificados como una Unica banda de 912 pb, carrii M, marcador de peso
molecular de 1000 pb (1 Kb).

Las bacterias del género Streptococcus son relevantes y fueron las que se
encontraron en mayor cantidad en esta investigacion, especificamente,
Streptococcus pneumoniae y Streptococcus pyogenes han sido aislados en casos
de infecciones que afectan a estos animales (Barrios-Arpi y Morales-Cauti, 2020;
Ordonez et al., 2024). Estas bacterias son conocidas por causar infecciones
respiratorias, que pueden diseminarse a los ganglios linfaticos cercanos,
provocando asi inflamacion y linfadenitis (Flores, 2018; Estupifian et al., 2018). En
cuyes, la infeccion dada por este género puede surgir después de un compromiso
del sistema inmunoldgico, lo que permite que estas bacterias proliferen; asi mismo,
el estrés, las condiciones de hacinamiento y una nutricion inadecuada son factores

gue pueden predisponer a los cuyes a estas infecciones (Jara et al., 2023).

No obstante, los estudios moleculares y genéticos enfocados en esta bacteria y sus
diversas especies son escasos, en cuyes este microorganismo es uno de los
principales patdgenos, tanto en la crianza familiares, como en los sistemas de
produccion comercial; diversos estudios han reportado una frecuencia de
aislamiento de hasta un 20% en cobayos, vinculada en su mayoria a lesiones
patolégicas como la linfadenitis cervical purulenta en las zonas altas del centro de
Peru, y tasas que oscilan entre el 70% y el 100% en otras areas del pais (Angulo-
Tisoc, Siuce y Jara, 2021; Jara et al., 2023).
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En la linfadenitis en cuyes, las bacterias del género Streptococcus, y en particular
S. zooepidemicus, son patdégenos de importancia debido a su capacidad de causar
infecciones invasivas y recurrentes (Gruszynski et al., 2015). Estos organismos
poseen una serie de factores de virulencia que facilitan su invasion y supervivencia
en el huésped, destacando las proteinas de superficie como las adhesinas y las
invasinas, que permiten que la bacteria se adhiera y penetre en los tejidos del
huésped, incluyendo los linfaticos. S. zooepidemicus tiene la capacidad de crear
una cpsula de éacido hialurénico que lo protege del sistema inmunoldgico al
mimetizarse con los tejidos del hospedador y evadir la fagocitosis. Entre los genes
encargados de codificar estas proteinas, se encuentran los hasA y hasB para la
capsula, y el gen szm, el cual regula las proteinas de adhesién (Prasad,
Ramachandran y Jayaraman, 2012; Steward et al., 2017).

Ademas, Streptococcus zooepidemicus secreta exotoxinas, como estreptolisinas y
estreptocinasas, estos mecanismos y los mecanismos antes mencionados pueden
presentar variaciones en respuesta al ambiente del hospedador, lo cual podria
explicar la adaptacion de S. zooepidemicus en diferentes especies, incluyendo los
cuyes, y en distintos entornos.la capacidad de desarrollar biopeliculas en algunos
tejidos permite que estas bacterias resistan las respuestas inmunoldgicas y
tratamientos antimicrobianos, dificultando la erradicacion de la infeccion (Steward
et al., 2017). Este complejo conjunto de factores de virulencia en Streptococcus
resalta su versatilidad como patégeno oportunista y su potencial de adaptacién para

infectar diversos huéspedes, incluyendo cuyes.

4.5. Identificacion molecular mediante el gen ARN 16S

Identificacion de las secuencias
1. Secuencia del Aislamiento 81

1.1. Forward 81

TTGCTGCTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGG
GGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACC
TTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTC
ACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACG
GTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGC
AGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGG
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TGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCA
CGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAA
CTGGCAGGCTTGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA
GATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACT
TGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTTCCAG
AGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT
TGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGATTAG
GTCGGGAACTCAAGGAGACTGCC

1.2. Reverse 81

GCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGT
GGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGC
AGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCA
GGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTG
GCAGGCTTGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
CTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAA
GCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGG
AGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTA
CGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG
GTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTTCCAGAGA
TGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGT
GAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGATTAGGTC
GGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATC
ATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTC
GCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTC
CATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCC
TTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGT

1.3. Consenso 81

TTGCTGCTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGG
GGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACC
TTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTC

ACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACG
GTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGC

AGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGG
TGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG
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CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCA
CGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAA
ACTGGCAGGCTTGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
AGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTAC
TTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAACTTTCCA
GAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG
TTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGATTA
GGTCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAG
TCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCG
ACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTC
GACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGT

1.4. Electroferograma del aislamiento 81

El aislamiento codificado como 81 fue analizado a través de secuenciamiento
Sanger mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefiales

fluorescentes en la secuencia de bases correspondientes.

& macrogen
Flile: 81_ZFF.abl Run Ended: 2023711 2:46:30 Signal G:3306 A:4220 C.4708 T:3543 D
Sample: 81_Z7F Lane: 28 Base spacing: 15404716 1436 bases in 17330 scans Page | of 2
10 20 an 10 Y &0 0 80 a0 100 1 120
GOOGT TG CATC. G CTAGCAT G CAA G CATAACATATAGEDGT CAGC T TGC TG TTOGC TG ACG A TGOCAGACGOGTA A0 TATCT G606 CTACCTOATOGAGAGAAAT AACTACTG
. Y A A i Ta A fA R N A st i ARl S ol
" i’ L d ANV Sy PPV AR VY T Y B WY WA A U Y

I 150 180 190 200 210 220 230 40 240

GAAAMCAATOAC COaCAT JAGQG0GACCT TCOOOCCTC TTOCCATCAGATGTGCCCAGATAA0 ATTAGCTT GT TAGTOAGOT AACOAC TCACCAAQGCAACGAT T

™ b A Al
IAA VRS vy AL | ! ] il .,'1'-.'

260 110 288 290 31 110 20 33 140 is0 60 0

CCTAGCTAGT CTOAGAGGAT GAC CAGE CACAC TOGAACTGAGACACAGATCCAGACTCCT ACO G AGACAGC AGT GOG A AAT AT TOCACAATGGOCACAAGC CTUATGC AGCCATGCCAGCGTATAT
; an R A i : i o Cah e - P
TTErTTIY, N PR i 4 A I ahit o g Wi Iy T A
ARSI .'-....'..'.-I\.'-..l..I”\ ||!.’I'|.'r\:..tl"..'.\..:..': .'\'lll.n'-\."ln.n\!.'."l'. LI YUY I'IE.
30 90 100 410 120 130 440 430 4600 am 150 450 0
GAAGAAGGCCTTCGGGTT AT, GTACTTTCAGCGGGGAGGAANGOTGTTGTGGTT T COGCAGCAATTGACGT TAC CCGCAGAAGAAGCACCGGOT CTCCATGOCAGCAGCCGCGET T
A At A . . )
Y LUy ! LA 1 FRANRY L
1 120 70

30 40 350 260 1 150 50
TCGGAATT ACT GGG CGT GUGOAC GOAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGT G TOLCOGGEETEAACCT GGG
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| macrogen
File: 81_1492R abi Run Ended: 20237711 2:46:30 Slgnal G:3992 A-4812 C:8338 T-6118 %
Sample: 81_149ZR Lane: 26 Base spacing: 15 48605 4800 bases in 18001 scans Page laf2

il i a0 A0 £ ol T il il i 1 120
@00 CTOM CTGAAGCAGC TTT COT CTCAAGUR A G AGTAAACT GO TACT TCTT TTGCAACCCACT COCATOATATOACAGGCOUTATAT ACAAGGC CCO00 AACAT ATTCACCATGGCATT

PR St e b AN WA A A AR A AN A MR Y

130 o 150 & 170 180 200 210 220 230 2
CTOAT CCACOATTACTAGC OATT CCOACTTCATAOAATCOAGTTOC AQACT CCAATCCOQAC TACGACOCACT TTATOAQOT CCOCT TACT CTCOC GAGATCOCT TCTCTT TATATACOCCATTA

WA A S AP B AN A A AN A AN AN AN A AR A AN A,

pAL 260 T 261 Tl EL ELL im EEL ELL) ER £ in
TAGCACOTATOTAGCCCTGATCAT AAGGICCATGAT GACT T ACOTCATCCCCACCT TCCTCCAGT TTAT CACTGACAGTCTCCTT TGAGTTCC COACC TAAT CACTOGCAACAAAGOAT AAGIGT

A AR A A A A A A A AN A AP VA LV Y

380 350 A 410 410 430 440 a0 460 4 480 490 300
TOCGEETCATTEOGGEACTTAAC CCAACAT TTCACAACACGAGC T GACG ACAG CCATG CAGCACCTOTCTCACAGT TEC CG AAGGC AL CAAT CEATETOT GG AAAGTT CTET GO AT GTCAAGACTA

WAAAAVANAPARY W e A A A A A A A ARAAA P A A A A WA A o

3l 20 1350 o 350 kL) 3T HE0 0 00 610 BI0
GGTAAMGGTTCTTCGCGTTGOAT CGAAT TAAACCACATGCT COACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATT CAT TTGAGTTTTAACC TTGUGGCCGT AC T CCC CAGGCGGTCTACT TAACGOGT TAGE

N T A A ATV
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1.5. Analisis bioinformatico del aislamiento 81

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,
mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Descripcién Nombre cientifico Query Per. Acc.Len Accesibn
Cover Ident —_

Salmonella enterica subsp. enterica strain LT2 16S ribosomal | Salmonella enterica subsp. enterica 100% | 99.70% 1467 NR 104709.1

RNA, partial sequence

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium strain | Salmonella _enterica__subsp. enterica | 100% | 99.78% 1544 NR 074910.1

LT2 16S ribosomal RNA, partial sequence serovar Typhimurium

Salmonella enterica subsp. diarizonae strain DSM 14847 16S | Salmonella enterica subsp. diarizonae 100% | 99.34% | 1368 NR 044373.1

ribosomal RNA, partial sequence

Salmonella enterica subsp. salamae strain DSM 9220 16S | Salmonella enterica subsp. salamae 100% | 99.04% | 1448 NR 044372.1

ribosomal RNA, partial sequence

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium strain | Salmonella _enterica _subsp. enterica | 99% 99.48% 1539 NR 119108.1

ATCC 13311 16S ribosomal RNA, partial sequence serovar Typhimurium

Enterobacter cloacae subsp. dissolvens strain LMG 2683 16S | Enterobacter cloacae subsp. dissolvens | 100% | 98.67% 1495 NR 044978.1

ribosomal RNA, partial sequence

Salmonella enterica_subsp. houtenae strain DSM 9221 16S | Salmonella enterica subsp. houtenae 100% | 98.52% 1437 NR 044371.1

ribosomal RNA, partial sequence

Enterobacter cloacae subsp. dissolvens strain ATCC 23373 16S | Enterobacter cloacae subsp. dissolvens | 100% | 98.60% | 1507 NR 118011.1

ribosomal RNA, partial sequence

Salmonella bongori strain NCTC 12419 16S ribosomal RNA, | Salmonella bongori 100% | 98.52% | 1542 NR 074888.1

complete sequence

Enterobacter cloacae strain DSM 30054 16S ribosomal RNA, | Enterobacter cloacae 100% | 98.52% 1529 NR 117679.1

partial sequence
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_559795123
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_559795123
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_104709.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HMR8MSCZ014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439595
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439595
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=90371
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=90371
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_074910.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HMR8MSCZ014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343205888
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343205888
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59204
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044373.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HMR8MSCZ014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343205887
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343205887
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044372.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HMR8MSCZ014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645322331
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645322331
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=90371
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=90371
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_119108.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HMR8MSCZ014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206386
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206386
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=69219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044978.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HMR8MSCZ014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343205886
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343205886
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=59205
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044371.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HMR8MSCZ014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645320914
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645320914
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=69219
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118011.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HMR8MSCZ014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439573
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_444439573
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=54736
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_074888.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HMR8MSCZ014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645320484
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645320484
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=550
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117679.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HMR8MSCZ014

1.6. Arbol filogenético del aislamiento 81

Filogenia basado en secuencias del gen 16S rRNA, utilizado ampliamente como
marcador molecular en estudios de taxonomia bacteriana. Este arbol compara
diferentes cepas y subespecies de Salmonella entérica, Salmonella bongori y
Enterobacter cloacae. Este resultado confirma la utilidad del marcador molecular
16S rRNA para la discriminacién a nivel de género bacteriano (Janda y Abbott,
2007). Las cepas correspondientes a S. entérica subsp. Entérica serovar
Typhimurium (NR 074910.1 y NR 119108.1), junto con la cepa modelo LT2 (NR
104709.1), se agrupan en un mismo clado con soporte moderado (65-81), lo que
la cual confirma la coherencia genética entre las cepas de estudio y las de
referencia. Este hallazgo valida el empleo de LT2 como modelo de estudio en

investigaciones microbiologicas y moleculares (McClelland et al., 2001).

NR 074888.1 Salmonella bongor strain NCTC 12419 16S nbosomal RNA complete sequence
49

—— NR 044371.1 Salmonella enterica subsp. houtenae strain DSM 9221 16S ribosomal RNA partial sequence
52

— NR 0443721 Salmonella enterica subsp. salamae strain DSM 9220 165 ribosomal RNA partial sequence

77
— NR 0443731 Salmonella enterica subsp. diarizonae strain DSM 14847 165 ribosomal RNA partial sequence

r NR 074910.1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium strain LT2 16S ribosomal RNA partial sequence

[81

pe NR 119108.1 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium strain ATCC 13311 16S ribosomal RNA partial sequence

65
NR 104709.1 Salmonella enterica subsp. enterica strain LT2 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 028912.1 Enterobacter cloacae strain 279-56 16S ribosomal RNA partial sequence

100 |, NR 044978 1 Enterobacter cloacae subsp. dissolvens strain LMG 2683 183 ribosomal RMA partial sequence

NR 118011.1 Enterobacter cloacae subsp. dissolvens strain ATCC 23373 16S ribosomal RNA partial sequence

0.00z0
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2. Secuencia del aislamiento 87

2.1. Forward_87
GCGTGGCGGCAGCTACACATGCAGTCGAGCGGTAGCACAGGGAAACTTGG

TTCTGTGTGACAAGAGCCGGAGAGGTGAGAAAAGTGTGGGGAACTGTCTG
TGAGAGAGGGAGATCAACAGGAAACAGGGTCTCATACACCACAAAGTCTC
CAGACCCCAGTGTGGGACCTTCTGGCCCCACGCGATCTCATATGTCCCCA
TAGGATTATCTCTTATGTGGGGTGATGTGTCTCCTATGCGACAATATCTA
TCTGGTGTGAGAGAATAACACCCCACACTGTGGATGAGACACGGTCCCCA
CACCCCCCCGAGGGGGAACTGGGGAATATTGTGCAATGTGCGCACGCCTG
ATGCGCACCTGTGCCGTGTGTGAGAAAAGCCTTCTGGGTTTAAAACACTT
TTTCCGAGAAGGAGAGGGGTTGTGTTTTTATCACATTGTGTTTTGATTTT
TCTCAGAAAAAAAACAACTCTACTCTGTGCTCTCTGCCCCGGTGAAATAG
AGGGGGGAGGCCGTTTTCTGAAATTAAAAACACGGGCTGCACACGCGCCG
GGTGCGCCCCCACATTCAATAAATACACACCCCTCCTGACATACGCCCTA
CAACTCGACTGGTCTCGTTCTTTCTTGTTGCGGCGCAGAGACGCACAACC
TCGGCGTCGACGTCAAAACTGCGTGGACTACCGAGGATCGACGGGGTCTC
CTCCCCCCCCCAACGCACCTGAGCGTCAGTTGTGTGCGGGCGCCAGCGGA
GCGATGGCTTCCGCCCACTCCTAATCCATAACAACTACGCGGAAGTCTGC
CCCTTCTGCCTACTCTGCTGATCTTTAAGCTGTGCTAGGGATACGGCGAG
GAGTCACATGTTATAAGACATCATCAGCCGCGCTCTACGCCGAGCGTGCG
ATAGTGTTCAACCTCTTATACAGCTGCTGCTCTCCAGACTCTCACACTCT
CTATGCTATACTTCGTCCAGGACGTATAACGCACTCTCGTCGTGCTGACG
TTCTTCATAGTATTGCTCTTCATAGCAAGATGCATCATCAGCTCGTCGCT
GCATCTACTCGTCGCATACCCGTAGAGATCTCATTGGTGAAGCTGCTACT
CTTGAGAGTGTCGCGAGTACTGCAGGCTCCAGACACGCGAATGTTATCTC
GCGTAGCACTTTCCCTCAGTAGCATGATGCATCTGACCCATCATACGAAG
TTGTGCATTCGTAGACTATGCGAGAGGCCCGATTACGCCTCATCTAATGC

AG
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2.2. Reverse 87
TATCTGATCAAAGTGGTAGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCATACACTACTT
TACTTTTGCAACAACACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCC
CGGGAACGTATTCACCGTAGCATTCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCG
ACTTCACGGAGTCGAGTTGCAGACTCCGATCCGGACTACGACGTACTTTA
TGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATACGCCATTGT
AGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCC
CCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCACCATT
ACGTGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCC
AACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCATAG
TTCCCCAAGGAACTAAACTATCTCTAGCGAATTCTCTGGATGTCAAGAGA
AGGTGAGGTTCTTCTCGTTTCATCGCATTAAACCACATGCTCCACACCTG
GTGCGGGGCTAGTTCAAATCATATTGACTTTTAATCTAAGCTTTCGCACT
CCTCCTCCGGACGACCTCGTGCTTTCACTTCAGGTGCCGAGCGCACTCAC
GGCCGCGCCGCCAAGGTGACAACCTATATAGGAGTACAGGGTCGAGCACA
AGGAATCTCCCCTGCATGCTGACCGACTCTGACGTCCGAAATCGTCGCGG
AGCCAAGCTGAGGAGATCCCCCCGCCACACCACGCTGTAATACAATGTCT
ACTTCGAGGTTGTGTCCATAGAGTGCGTGGCTTACACCAGCTAAATTCAT
TCAAGTCTACCGCACTGAGTGAGTACGGGCGGTGAGGTCAAAAAGTGATA
TAGAATTTGAACATCAGCTCACTAAACTCGCCGTGAGCAGCTCTGTGCAT
ACAGCTCCCATTCAGACTTATAACAACCTACTAGCTCTCCAAAACATCCC
GCAGCAGCTCCCCAATACCTTACTCTGACCTTCTGCTAGCATCACATAAA
GGCAAGGTGCATACGATCGGCTTAAGGACAAGTCATAGTCGAAGATCTGG

CTTTTAATAAAAAGCCAAGAAAGGAAATGCCTTCAGTCCATCGTTGCTTG
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2.3. Consenso_ 87

GTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACG
GGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAAC
GGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGC
CTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGG
CTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTG
GAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
CACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCT
TCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCG
CAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAG
CGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGG
GAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTC
CAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAG
GCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAG
GTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCC
TGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGC
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCT
ACTCTTGACATCCAGAGAATTTGCTAGAGATGCTTTAGTGCCTTCGGGAACTC
TGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGGTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGT
GGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCA
TATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTC
GTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGT
AATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACC
GCCCGTCACACCATGGGAGTGGTGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTT
CGGGAGG
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2.4. Electroferograma del aislamiento 87

El aislamiento codificado como 87 fue analizado a través de secuenciamiento
Sanger mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefales

fluorescentes en la secuencia de bases correspondientes.

macrogen
File: 87 _27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:1901 A:3453 C:3988 T.3476
Sample: 87_27F Lane: 20 Base spacing: 15.545095 1402 bases in 16935 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 920 100 110 120
COCATTGS € @GCA @ CTAGCATG C AGTCGAGCGGTAGCACAA GAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCT GGGAAACTGCCTG ATGGAGGGGGATAACTACT

e O A AN W i A A A A WA ANV W A ]

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GGAAACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGAT TAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCT CACCTAGGCGACGAT

A A A A A A AP

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
CTCTAGCTGGTCTGAGAGGAT GACCAGC CACACTGGAACTGAGACACG GTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATAT TGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTA

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
TGAAGAAGGCCTTCGGGT TGT AAAGTACT TTCAGCGAGG AGGAAGGCATTGTGGT TAAT AACCGCAGTGATT GACGTTACT CGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT AA

il AP A A o AN AR A A A A AV A A AR

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
TACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAAT CCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGT

f
macrogen
File: 87_1492R.ab1 Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:2873 A:4390 C:7590 T:6539
Sample: 87_1492R Lane: 18 Base spacing: 15.668474 1411 bases in 16936 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120
CrG ATCV AAGTGGT AGC GCCCTCOC GAAGGITAAGCTACCTACTT CTTTT GCAACECACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGT ACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATTC

AAAL

R0 ANE A A A A A WA A A A

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
TGATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGT T GCAGACTCCAATCCGGACTACGACATACTTTAT GAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATAT GCCATT GT

I

LAY A A P A P A P AP A AN A A A A W AP AR AN

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
AGCACGTGT GTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTT GACGTCATCCCCACCTT CCT CCGGTTTATCACCGGCAGTCT CCTTTGAGTTCCCACCATTAC GTGCT GGCAACAAAGGAT AAGGGTT

VoA AN A

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
GCGCTCGTTGCGGGACTT AACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCAT GCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACT AAGCTATCTCTGCT AAATTCTCT GGAT GTCAAGAGT AGG

AR A A A A, A A W A AN AV A A A A A

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
TAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAAT TAAACCACATGCT CCACCGCTGGTGCGGGCCCCCGTCAATT CATTTGAGTTTT AACCTTGC GGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTC
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2.5. Analisis bioinformatico del aislamiento 87

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,

mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Query

Per.

>
)
o

sequence

Descripcién Nombre cientifico Cover Ident Ten Accesibon

Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 99.57% | 1490 NR 025334.1
sequence

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei 100% 99.57% | 1473 NR 112985.1
Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA, | Obesumbacterium proteus 100% 99.29% | 1436 NR 116603.1
partial sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 99.29% | 1488 NR 044729.2
Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial sequence | Hafnia paralvei 100% 98.79% | 1495 NR 116898.1
Serratia quinivorans strain 4364 16S ribosomal RNA, partial sequence Serratia quinivorans 100% 97.86% | 1508 NR 037112.1
Serratia_quinivorans _strain LMG 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.79% | 1464 NR 114575.1
sequence

Serratia_proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, partial | Serratia proteamaculans 100% 97.72% | 1502 NR 025341.1
sequence

Serratia grimesii strain DSM 30063 16S ribosomal RNA, partial sequence | Serratia grimesii 100% 97.72% | 1495 NR 025340.1
Serratia_grimesii_strain  NBRC 13537 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.51% | 1468 NR 113616.1
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HMYJKVTG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HMYJKVTG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HMYJKVTG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HMYJKVTG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HMYJKVTG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HMYJKVTG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HMYJKVTG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HMYJKVTG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HMYJKVTG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252418
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252418
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113616.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HMYJKVTG014

2.6. Analisis filogenético del aislamiento 87

Se identificaron Hafnia, Obesumbacterium y Serratia, evidenciando la separacion
filogenética de los géneros, con soporte alto en los nodos criticos. Hafnia alvei y
Hafnia paralvei se diferenciaron en ramas independientes, lo que confirma la
validez taxonOmica de esta ultima como especie distinta (O’Hara et al., 2016).
Asimismo, Obesumbacterium proteus conformé un clado robusto (bootstrap 100),
evidenciando alta consistencia filogenética. En el caso del género Serratia, las
especies S. grimesii y S. quinivorans se agruparon estrechamente (bootstrap 98),
reflejando su proximidad genética, mientras que S. proteamaculans mostré6 mayor
divergencia, corroborando la diversidad intragenérica descrita previamente
(Grimont y Grimont, 2006).

MR 044729 .2 Hafnia alvei ATCC 13337 165 ribosomal RNA partial sequence
89

45( ' NR 112885.1 Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA partial sequence

42 L NR 025334.1 Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RNA partial sequence

100
NR 116603.1 Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA partial sequence

or

MR 1168981 Hafnia paralvei strain ATCC 29927 165 ribosomal RMNA partial sequence

MR 113616.1 Serratia grimesii strain NBRC 13537 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 037112.1 Serratia quinivorans strain 4364 165 ribosomal RNA partial sequence
8

100

MR 114575.1 Serratia quinivorans strain LMG 7887 165 ribosomal RNA partial sequence

66
NR 025340.1 Serratia grimesii strain DSM 30063 16S ribosomal RNA partial sequence

54
NR 025341 1 Serratia proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA partial sequence

0.0020
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3. Secuencia del Aaslamiento 91

3.1. Forward 91

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAG
TAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCA
TGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGG
GATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGA
TGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT
TGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACT
CGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCG
TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCC
CGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGA
ATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCC
CCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACCTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGA
GCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTAC
CTACTCTTGACATCCAGAGAATTT

3.2. Reverse 91

CAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAG
CGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACC
GGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTG
GGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGG
AACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACT
GACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGT
AAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGT
CGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCAC
AAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCC
AGAGAATTTAGTAGAGATAGTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGT
CGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGT
TGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATA
CAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGG
AGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTG
AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAG
TAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCT
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3.3. Consenso 91

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCG
GACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTG
GAAACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTC
GGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGT
AATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCA
CACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAG
GCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATA
ACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT
AAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAAC
TTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGA
ATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGC
GAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTT
GGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGAC
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT
ACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGTAGAGATAGTTTAGTGCCTTCGGGA
ACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAAT
GGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATG
GCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTAT
GTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCT
AGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACC
TTCGGGAGGGCGCT
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3.4. Electroferograma del aislamiento 91

El aislamiento codificado como 91 fue analizado a través de secuenciamiento
Sanger mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefales

fluorescentes en la secuencia de bases correspondientes.

[
macrogen
File: 91_27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:4033 A:6427 C:7707 T:5873
Sample: 91_27F Lane: 47 Base spacing: 15.52979 1382 bases in 16831 scans Page 1 of 2

120

10 20 30 40 50 60 70 &0 90 100 110
GOLE@ G OGN G CTAMOLTGC AGTCGAGE GGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAG CGGOUGE ACGGGTGAGTAAT GTCT GGG AMACTGC CTG AT GGAGGGGGAT AACTACTGG

e YA A i A A A AN A M A

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
AAACGGT AGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGG ATTAGCTAGTAGGT GGGGT AATGGCTCACCTAGGCGACGATC

AN A AV AR A MM A A AAAMAA W A A A A A W A i

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
TCTAGCTGGTCT GAGAGGAT GACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGT CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAAT AT T GCACAATGGGCGCAAGC CTGATGCAGCCATGCCGCGTGTAT

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
GAAGAAGGCCT TCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAAT AACCGCAGTGATTGACGT TACT CGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT

A AA A AP AP A A A A SN A A O W A AMA

500 510 520 330 540 550 560 570 580 590 600 610 620
ACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT AAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTT GGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTC

fy
macrogen
File: 91_1492R.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:2568 A:3732 C:6536 T:4943
Sampie: 91_1492R Lane: 45 Base spacing: 15.576394 1441 bases in 17490 scans Page I of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
CcG CrG ATOCAMGTG GT A GC GCCCTCCCEGAAGGTT AAGCTACCTACTTCTTTTGC MCCCACTCCCATGGTGTG ACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGT AGCATTC

SO AW AN AN WA A MAN A W

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
TGATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAAT CCGGACTACGACATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATAT GCCATTGT

VAP o A A A A A A A AR AR i A AV A A ARMAN WA VAW A A A

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
AGCACGTGTGTAGCCCTACT CGTAAGGGCCATGATGACTT GACGT CATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACAAAGGAT AAGGG

A MR AN A AN WA A AV A ViV

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
TTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATT TCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACTAAACTATCT CTACT AAATTCT CTGGATGT CAAGAGT

AR g AV A A A A A AR AN AN AR A AR AR AN WA A

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
AGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATT AAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGT TA
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3.5. Andlisis bioinformatico del aislamiento 91

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,
mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Descripcién Nombre cientifico Query Per. Acc. Accesion
Cover Ident Len

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence | Hafnia alvei 100% 99.57% | 1473 NR 112985.1
Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA, | Obesumbacterium proteus 100% 99.36% | 1436 NR 116603.1
partial sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 99.29% | 1488 NR 044729.2
Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 99.36% | 1490 NR 025334.1
sequence

Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial | Hafnia paralvei 100% 98.79% | 1495 NR 116898.1
sequence

Serratia_quinivorans_strain_4364 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.87% | 1508 NR 037112.1
sequence

Serratia quinivorans strain LMG 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.80% | 1464 NR 114575.1
sequence

Serratia_proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, | Serratia proteamaculans 100% 97.73% | 1502 NR 025341.1
partial sequence

Serratia_grimesii_strain DSM 30063 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.73% | 1495 NR 025340.1
sequence

Serratia_grimesii_strain LMG 7883 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.66% | 1461 NR 114576.1
sequence
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HMYAU42F014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HMYAU42F014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HMYAU42F014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HMYAU42F014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HMYAU42F014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HMYAU42F014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HMYAU42F014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HMYAU42F014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HMYAU42F014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558519
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558519
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114576.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HMYAU42F014

3.6. Analisis filogenético del aislamiento 91

El arbol filogenético construido a partir del gen 16S rRNA de manera clara la
separacion entre los géneros Hafnia, Obesumbacterium y Serratia. En Hafnia, las
cepas de H. alvei se agrupan juntas, mientras que H. paralvei aparece en una rama

independiente, confirmando su estatus como especie distinta (O’Hara et al., 2016).

MR 044729 2 Hafnia alvel ATCC 13337 165 ribosomal RNA partial sequence
87

38 |' NR 112985.1 Hafnia alvei strain JCM 1666 165 ribosomal RNA partial sequence

62 MR 025334.1 Obesumbacterium proteus strain 42 165 ribosomal RNA partial sequence

100
NR 116603.1 Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 165 ribosomal RMA partial sequence

91

- NR 116898.1 Hafnia paralvei strain ATCC 29927 185 ribosomal RNA partial sequence

MR 0253401 Serratia gnmesii strain DSM 30083 165 ribosomal RNA partial sequence
37

NR 114576.1 Serratia grimesii strain LMG 7883 165 ribosomal RNA partial sequence

100 NR 025341.1 Serratia proteamaculans strain DSM 4543 165 ribosomal RNA partial sequence

46 | | NR 0371121 Serratia quinivorans strain 4364 165 ribosomal RNA partial sequence

7
MR 1145751 Serratia quinivorans strain LMG 7887 165 ribosomal RNA partial sequence

0.0020
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4. Secuencia del aislamiento 95

4.1. Forward 95

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAG
TAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCA
TGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGG
GATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGA
TGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT
TGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACT
CGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCG
TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCC
CGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGA
ATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCC
CCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACCTGGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGG
AGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTA
CCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTGCTAGAGATGCTTTAGTGCCTTCGGGACTCTGAGACAG
TGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCG

4.2. Reverse 95

GAGGAGGAGGGCATTGTGGTTAATAACCACAGTGATTGACGTACTCGCAGAAGGAGCACCGG
CTAATTCCGTGCCCGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCCAGCGTTTATTGGAATTACTGGG
CGTAAAGCGCACGCCGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAA
CTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGA
CGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAA
ACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCG
ACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACGA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTATTTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAG
AGAATTTGGTAGAGATAGTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCG
TCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTG
CCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACA
AAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAG
TCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAA
TACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAAGT
AGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGC
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4.3. Consenso 95

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCG
GACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTG
GAAACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTC
GGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGT
AATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCA
CACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAG
GCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATA
ACCACAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGGAGCACCGGCTAATTCCGTGCCC
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCCAGCGTTTATTGGAATTACTGGGCGT
AAAGCGCACGCCGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAAC
TTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGA
ATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGC
GAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTT
GGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGA
CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGG
CCCGCACGAGCGGTGGAGCATGTGGTTTATTTCGATGCAACGCGAAGAACCT
TACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTGGTAGAGATAGTTTAGTGCCTTCGGG
AACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAA
TGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGA
TGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTA
TGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGC
TAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACA
CACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAAGTAGGTAGCTTAA
CCTTCGGGAGGGC

56



4.4. Electroferograma del aislamiento 95

El aislamiento codificado como 95 fue analizado a través de secuenciamiento
Sanger mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefales
fluorescentes en la secuencia de bases correspondientes.

f
macrogen
File: 95_27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:4268 A:7171 C:8742 T:6818
Sample: 95_27F Lane: 43 Base spacing: 15.441604 1430 bases in 17327 scans Page I of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
GCA TGEOGG € G CTAGCATG C AGTC GAGCG GTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAAT GTCTGGGAAACTGCCTGAT GGAGGGGGAT AACTACTGGA

e AWM AN A A ARAAA AW WA A

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
AACGGTAGCTAATACCGCATG ACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGG ACCTTCGGGCCTCACGC CATCAGATGT GCCCAGATGGGAT TAGCTAGTAGGT GGGGT AAT GGCT CACCTAGGCGACGATCT

AN A AV AR e AR AR AN A A AN AW AV A AR AN AN WAV i Y

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
CTAGCTGGTCTGAGAGGAT GACCAGC CACACTGG AACTGAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATG

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
AAGAAGGCCT TCGGGTTGT AAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAAT AACCGCAGT GATT GACGT TACT CGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGT GCCAGCAGCCGCGGTAAT

L AP A AN A A A A AN AV VAN A A AN WA A A1

500 510 520 530 540 550 360 570 580 390 600 610 62
ACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATT ACTGGGCGT AAAGCGCACGCAGGCGGTTGATT AAGT CAGATGT GAAATCCCCGAGCTT AACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCT AGAGT

{
macrogen
File: 95_1492R.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:3495 A:5273 C:9514 T:7785
Sample: 95_1492R Lane: 41 Base spacing: 15.470037 1497 bases in 17756 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
CA TG ATCCAMGTG GT AGC GCCCTCCCGAAGGITAAGCTACCTACTT CTTTTGCAMCCCACTCCCATGGTGTG ACGGGCGGTGT GT ACAAGGCCCG GGAACGTATTCACCGTAGCATT C

QOO AW M N A WA A W AL

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
TGATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGTTCGCTTCTCTTTGT ATATGCCATTGT

A AN A A A AR A A AR e

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
GTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTT CACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACT AAACTATCTCTACCAAATT CTCTGGATGTCAAGAGT

A oA A AN A A A A N

500 510 520 530 540 550 560 570 560 590 600 610 620
AGGT AAGGTTCTTCGCGTT GCAT CGAANT AAACCACATGCT CCACCGCTCGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGT TTT ALCCTTGCGGCCGT ACTCCCCAGGCGGTCGACTT AACGCGTTAG
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45. Andlisis bioinformatico del aislamiento 95

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,
mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Descripcién Nombre cientifico Query Per. Acc. Accesion
Cover Ident Len

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence | Hafnia alvei 100% 98.79% | 1473 NR 112985.1
Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal | Obesumbacterium proteus 100% 98.58% | 1436 NR 116603.1
RNA, partial sequence
Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 98.72% | 1490 NR 025334.1
sequence
Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 98.51% | 1488 NR 044729.2
Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial | Hafnia paralvei 100% 98.08% | 1495 NR 116898.1
sequence
Serratia _quinivorans _strain_4364 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.23% | 1508 NR 037112.1
sequence
Serratia quinivorans strain LMG 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.17% | 1464 NR 114575.1
sequence
Serratia_proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, | Serratia proteamaculans 100% 97.09% | 1502 NR 025341.1
partial sequence
Serratia_grimesii strain DSM 30063 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.09% | 1495 NR 025340.1
sequence
Serratia_grimesii_strain LMG 7883 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.02% | 1461 NR 114576.1
sequence
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HMX264B9016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HMX264B9016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HMX264B9016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HMX264B9016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HMX264B9016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HMX264B9016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HMX264B9016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HMX264B9016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HMX264B9016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558519
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558519
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114576.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HMX264B9016

4.6. Analisis filogenético del aislamiento 95

o0 MR 044729 2 Hafnia alvei ATCC 13337 185 nbosomal RNA partial sequence

37 |1 NR 112985 1 Hafnia alvei strain JCM 1666 165 ribosomal RNA partial sequence

o8 MR 025334.1 Obesumbacterium proteus strain 42 1653 ribosomal RNA partial sequence

100
MR 116603.1 Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 165 ribosomal RMA partial sequence

- 95

NR 116898.1 Hafnia paralvei strain ATCC 28927 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 025340.1 Serratia grimesii strain DSM 30063 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 1145761 Serratia grimesii strain LMG 7883 16S ribosomal RMA partial sequence

100 NR 025341.1 Serratia proteamaculans strain DSM 4543 165 ribosomal RNA partial sequence

45 [ | NR 0371121 Serratia quinivorans strain 4364 185 ribosomal RNA partial sequence

8
NR 114575 1 Serratia quinivorans strain LMG 7887 165 ribosomal RNA partial sequence

0.01
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5. Secuencia del aislamiento 99

5.1. Forward 99

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAG
TAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCA
TGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGG
GATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGA
TGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT
TGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACT
CGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCG
TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCC
CGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGA
ATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCC
CCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
GGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACCTGGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGG
AGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT
ACCTACTCTTGACTTCCAGAGAATTTGCTAGAGATGCTTTAGTGCCTTCGGGACTCTGAGACA
GGTGCTGCAGGCTGTCGTCACCTCGGGTTGTGAAAAGGT

5.2. Reverse 99

GGGAATTTTCCCCAAGGGCGCCAGCCTGATGCAGCCCTGCCGCGTTTTTGAAGAAGCCTTCG
GGTTGTAAAGTACTTTAAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCACAGTGATTGACGTA
CTCGCAGAAGGAGCACGGGCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCCAG
CGTTTATTGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCCGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATC
CCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTA
GAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGG
CCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACC
CTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCCTGAGGCGTGGCTTCCG
GAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT
ACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGCAGAGATAGTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGAC
AGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACG
TGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTAT
GTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAG
ATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGA
GTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTACCAC

60



5.3. Consenso 99

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCG
GACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTG
GAAACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTC
GGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGT
AATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCA
CACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAG
GCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATA
ACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT
AAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAAC
TTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGA
ATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGC
GAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACCT
GGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGA
CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
TTACCTACTCTTGACTTCCAGAGAATTTGCTAGAGATGCTTTAGTGCCTTCGG
GAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCACCTCGGGTTGTGAAATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTA
ATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGT
ATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCG
CTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAA
CCTTCGGGAGGGCGCTACCAC
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5.4. Electroferograma del aislamiento 99

El aislamiento codificado como 99 fue analizado a través de secuenciamiento
Sanger mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefales

fluorescentes en la secuencia de bases correspondientes.

[
macrogen
File: 99_27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:4071 A:6798 C:8462 T:6784
Sample: 99_27F Lane: 39 Base spacing: 15.338803 1508 bases in 18150 scans Page 1of2

120

10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110
TCITTGC GCL G CTACOCT GC AGTCGAGE GGTAGCACAAG AGAGCT TGCTCTCTGGGTGACG AGCGGCGGACGGGTGAGTAAT GTCTG GG AAALTGCCTG ATGGAGGGGG AT AACTACTGGA

OO A AN AWM AN AR W AN A W A W

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
AACGGTAGCTAATACCGCATG ACGTCT TCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGC CATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGC T CACCTAGGCGACGATCT

A A A AN, AN A AN A AN A LI

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
CTAGCTGGTCTGAGAGGAT GACCAGC CACACTGGAACTGAGACACGGT CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATG

380 3% 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
AAGAAGGCCTTCGGGT TGT AAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCAT TG T GGT TAAT AACCGCAGTGATT GACGTTACTCGCAGAAGAAGC ACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT AAT A

AWM AARAR A A A AN AN W AV AN A Vi WA A AN

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
CGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT GGGCGT AAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGT CAGATGT GAAATCCCCGAGCTT AACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGT CAGCT AGAGTCT

fy
macrogen
File: 99_1492R.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:3031 A:4494 C:8070 T:6640
Sample: 99_1492R Lane: 37 Base spacing. 15.524568 1454 bases in 17522 scans Page 1l of 2

10 20 30 40 50 60 70 30 90 100 110
CA TTG ATCCAAGTGGT A GCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGC ACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATTC

e A AN AW o A A WA A A A

120 130 140 150 160 170 150 190 200 210 220 230 240
TGATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGTTCGCTTCTCTTTGT ATATGCCATT GT

M AR o AR AR A A A AN W AV

410 420 430 440 450 460 470 480 490
CACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTT CCCGAAGGCACTAAACTATCTCTGCTAAATTCTCT GGATGT CAAGAGT

370 380 390
TTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACAT

VA A AR A A A AR A A AN A A A A A AN A WA

500 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610
AGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATT AAACCACATGCTCCACCGCTT GTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTT AACCTTG CGGCCGT ACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAG
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5.5. Analisis bioinformatico del aislamiento 99

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,

mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Query

Per.

Acc.

Descripcién Nombre cientifico Cover Ident Len Accesion

Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 99.15% 1490 NR 025334.1
sequence

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei 100% 99.15% 1473 NR 112985.1
Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA, | Obesumbacterium proteus 100% 98.87% 1436 NR 116603.1
partial sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 98.87% 1488 NR 044729.2
Hafnia paralvei strain  ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial | Hafnia paralvei 100% 98.38% 1495 NR 116898.1
sequence

Serratia quinivorans strain 4364 16S ribosomal RNA, partial sequence | Serratia quinivorans 100% 97.46% 1508 NR 037112.1
Serratia_quinivorans _strain LMG 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.40% 1464 NR 114575.1
sequence

Serratia proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, partial | Serratia proteamaculans 100% 97.32% 1502 NR 025341.1
sequence

Serratia_grimesii_strain  DSM 30063 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.32% 1495 NR 025340.1
sequence

Serratia_grimesii_strain NBRC 13537 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.11% 1468 NR 113616.1

sequence
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HMWV5423016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HMWV5423016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HMWV5423016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HMWV5423016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HMWV5423016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HMWV5423016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HMWV5423016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HMWV5423016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HMWV5423016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252418
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252418
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113616.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HMWV5423016

5.6. Analisis filogenético del aislamiento 99

MR 044729 2 Hafnia alvei ATCC 13337 165 ribosomal RMA partial sequence

421 NR 1129851 Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA partial sequence

2| MR 025334 1 Obesumbacterium proteus strain 42 165 ribosomal RNA partial sequence

100
—' MR 116603.1 Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 185 ribosomal RMA partial sequence

- NR 116888 1 Hafnia paralvei strain ATCC 28927 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 113616.1 Serratia grnimesii strain NBRC 13537 185 ribosomal RNA partial sequence

MR 0371121 Serratia quinivorans strain 4364 165 ribosomal RNA partial sequence

100
MR 114575.1 Serratia quinivorans strain LMG 7887 165 ribosomal RNA partial sequence
MR 025340.1 Serratia grimesii strain DSM 30063 185 ribosomal RNA partial sequence
58
MR 025341 1 Serratia proteamaculans strain D5M 4543 165 ribosomal RNA partial sequence
|_|
0.0020
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6. Secuencia del aislamiento 100

6.1. Forward 100

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAG
TAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCA
TGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGG
GATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGA
TGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT
TGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACT
CGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCG
TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCC
CGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGGTAG
AATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGC
CCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACCTGGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCG
GAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCCGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAA
TTGACGGGGGCCGCACAAGCGGTGGAACCAGGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT
TACCTACTCTTGACATCCCGAGAATTTGCCAGAGATGCTTTAGTGCCTTCGGGACTCTGAGAC
AGTGCTGCAGGGCTGTCGTCACCTC

6.2. Reverse_100

GAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACC
GCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGGAGGGTGCCAGCGTTTATTGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCCGGCGGTTGATTA
AGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTC
TTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACC
GGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCA
AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTT
GAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT
TAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATG
CAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGCAGAGATAGCTTAGTGCCT
TCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAA
GGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTAC
GAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAG
CGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGA
ATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGC
CCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTT
ACCACT
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6.3. Consenso_ 100

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCG
GACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTG
GAAACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTC
GGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGT
AATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCA
CACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAG
GCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATA
ACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT
AAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAAC
TTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGGTAG
AATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGG
CGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACC
TGGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCG
ACCGCCCGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAACCAGGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGA
ACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGCAGAGATAGCTTAGTGCCTT
CGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCAC
GTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAA
AGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAA
TCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCT
TAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACT
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6.4. Electroferograma del aislamiento 100

El aislamiento codificado como 100 fue analizado a través de secuenciamiento
Sanger mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefales

fluorescentes en la secuencia de bases correspondientes.

v
macrogen
File: 100_27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:3748 A:6069 C.7320 T:6424
Sample: 100_27F Lane: 35 Base spacing: 15.566706 1435 bases in 17271 scans Page I of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
TC MMGC GOV G CTAGCATG C AGTC GAGC GGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACG AG CGGCGGACGGGTG AGTAAT GT CT GGG AAACTGCCTGATGGAGGGGG AT AACTACTGG A

O AN WA AN i AP VA A A A WA Ay A U

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
AACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAMGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGG AT TAGCTAGTAGGT GGGGTAAT GGCTCACCTAGGCGACGATCTC

AN W A A e A A AAAAMAA AN A A P A A AR A A, Y

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
TAGCTGGTCTGAGAGGAT GACCAGCCACACTGG AACTGAGACACGGT CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGC CTGATGCAGCCATGCCGCGTGT ATGA

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
AGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAAT AACCGCAGTG ATT GACGT TACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACT CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC

I A AP o AL P A AR A A AN A A A A A AN

500 510 520 530 540 550 560 570 560 590 600 610 620
GGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGT GAAAT CCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCT AGAGTCT

I
macrogen
File: 100_1492R.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:2661 A:4116 C:7125 T:5831
Sample: 100_1492R Lane: 33 Base spacing: 15.752489 1358 bases in 16465 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 20 100 110 120
G cC TTG ATCLAAGTGGT AAGC GCCCTCCCGAAGGT TAAGCTACCTACTTCTT TTGC ACCCACTCCCATGGT GT GACGGGCGGT GTGTACAAGGCCC GGGAACGT ATTCACCGTAGCATTCTG

S e MM A Aoy A A MM A A AR A VAR

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
ATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGT TGCAGACTCCAATCCGGACTACGACATACTTTAT GAGGTCCGCTTGCTCTCGC GAGTTCGCTTCTCTTTGTATAT GCCATT GT AGC

D00 AN M P A A AN VAR A AR A e A

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
ACGTGTGTAGCCCTACT CGTAAGGGCCATGAT GACTTGACGI CATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCACCATTACGT GCTGGCAACAAAGGAT AAGGGTTG

AN AN A A AN A A AN A o

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
CGCTCGTTGCGGGACT TAACCCAACATTT CACAACACGAGCT GACGACAGCCATGCAGCACCTGT CTCAGAGTTCCCGAAGGCACTAAGCTATCTCTGCTAAATTCTCTGGATGT CAAGAGT AGGT

A o A A AR A A AR A AR A AV A LV A A

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
AAGGTTCTTCGCGTT GCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGT ACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCC
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6.5. Analisis bioinformatico del aislamiento 100

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,
mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Descripcién Nombre cientifico Query Per. Acc. Accesion
Cover Ident Len

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei 100% 99.09% 1473 NR 112985.1
Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA, | Obesumbacterium proteus 100% 98.80% 1436 NR 116603.1
partial sequence

Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 98.94% 1490 NR 025334.1
sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 98.80% 1488 NR 044729.2
Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial | Hafnia paralvei 100% 98.31% 1495 NR 116898.1
sequence

Serratia quinivorans strain 4364 16S ribosomal RNA, partial sequence | Serratia quinivorans 100% 97.40% 1508 NR 037112.1
Serratia_quinivorans_strain LMG 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.33% 1464 NR 114575.1
sequence

Serratia proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, partial | Serratia proteamaculans 100% 97.26% 1502 NR 025341.1
sequence

Serratia _grimesii_strain DSM 30063 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.26% 1495 NR 025340.1
sequence

Serratia_grimesii_strain  LMG 7883 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.19% 1461 NR 114576.1
sequence
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HMWP67D6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HMWP67D6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HMWP67D6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HMWP67D6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HMWP67D6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HMWP67D6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HMWP67D6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HMWP67D6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HMWP67D6014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558519
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558519
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114576.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HMWP67D6014

6.6. Analisis filogenético del aislamiento 100

NR 044729 2 Hafnia alvei ATCC 13337 165 ribosomal RNA partial sequence
89

52 | NR 112985.1 Hafnia alvei strain JCM 1666 165 ribosomal RNA partial sequence

59_- NR 025334 1 Obesumbacterium proteus strain 42 165 ribosomal RNA partial sequence

100

NR 116603.1 Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 165 ribosomal RNA partial sequence

— 100

- MR 116898.1 Hafnia paralvei strain ATCC 29927 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 025340.1 Serratia grimesii strain DSM 30063 165 ribosomal RNA partial sequence
61

NR 114576.1 Serratia grimesii strain LMG 7883 165 ribosomal RNA partial sequence

100
MR 025341 .1 Serratia proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA partial sequence

46| | NR 037112.1 Serratia quinivarans strain 4364 165 ribosomal RNA partial sequence

98
NR 1145751 Serratia quinivarans strain LMG 7887 18S ribosomal RMA partial sequence

00020
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7. Secuencia del aislamiento 101

7.1. Forward_101

CGGATTGGCGCAGCTACACATGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGA
CGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGG
AAACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGC
CATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGAT
CTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTG
TATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAA
CCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGAT
TAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAG
TCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATA
CCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCC
TTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAT
GCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTGCTAGAGATGCTTTAGTGCC
TTCGGGAA

7.2. Reverse 101

TATGGGTATAAAGACGAGTGTGGAGCTCCCTCGGAAGGGAAACTACTTAGTTTTTTTGCTACC
CACTCGGTGGTGTGACGGGAGGTGTGGGGACGGCCGGGAACGTAGTCACCGTATAGTCTGA
TCTACCATTACCAGCGATTACTACTTCAAGGAAATTAGTTGAACACCCCCCTCCAGACTACCAC
ATACTTTATGAGGTCCGGTTGCTCTCGCTAGTTCACTTTTTTTTGTATATGATATTGCAGCATGT
GTGTAACCCCACTCCTAAGGCCCATGATAACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCGGGTTTATC
ACGGGCAATCTCCTTTGAGTGCCCAAACCTACATGCTGGCAACAAAGGAGAAGGGTTGCGCT
CGTTGCGGTAATTAACTCATCACTTCACAAAAGGAGTTGAGGACAGCAATGCACGTCCTGAGT
CATAATTCCCAAAGGAACTACCCCATCTCTCCTTCATTCTCTGGATGTAAAGAGGGAGGGAGG
TTCTTCGCGTTGCATCTAAATAAACCACATGCTCCACCGGGCGTGCAGGCCCTCATATATTTA
ATTGACTATTAACCTTGGGGCCCTGCTCCTCAGGCTGGCCACTTAACGCGTTGGCTGGGGGA
AGCCGCGTCGCATTCGCACAACCTCCTGTCGACATCGTTGGAAGCGTGGAGACCAGGGTGTC
TCATCCTGTATGCTCACCACGCTGTCGACCTGAGCGTCAGGGTGTGTACTGGATGCCGCGTC
GCCACCGGTATTCCTATATATATCTACACATTTCACTGGTGCACCTGGAACTCGACACCCCTCT
ACAAGACTCTAGCTCACCAGTATGAGATGCAGTGCCTAAGTTTAAATCAATTATCTCACATCTG
ACTTACTCAACGCCTGCGTGCACTTTACTGCCTCTAGTTCAGATCACCGCTGTACCCCTCCGT
ATACCG
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7.3. Consenso_101

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCG
GACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTG
GAAACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTC
GGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGT
AATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCA
CACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAG
GCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATA
ACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT
AAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAAC
TTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGA
ATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGC
GAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGG
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTT
GGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGAC
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTT
ACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTGCTAGAGATGCTTTAGTGCCTTCGGGA
ACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTGCCGCACGTAATG
GTGGGAACTCCAAGGAGACTGCCGTGATAACC
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7.4. Electroferograma del aislamiento 101

El aislamiento codificado como 101 fue analizado a través de secuenciamiento
Sanger mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefales

fluorescentes en la secuencia de bases correspondientes.

macrogen
File: 101_27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:2654 A:4205 C:5043 T:4175
Sample: 101_27F Lane: 48 Base spacing: 15.602644 1389 bases in 16668 scans Page I of 2

1o 20 30 40 30 60 70 &0 90 100 110 120
COGT TG C GO G CTAMCAT G C AGTCGAGCE GGTAGCACAAGAG AGCTTGCTCTCTG GGTG ALGAGCGGCG GACGGGTG AGT AAT GTCT GGG AA AT GCCT GATGGAGGGGG AT AACTACT G

AN AN WA i A A e A AN W A

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 40
GAAACGGTAGCTAAT ACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGG ACCTT CGGGCCTCACGC CAT CAGAT GTGCCCAGATGGGATTAGCT AGTAGGTGGGGT AAT GGCT CACCTAGGCGACGAT

AT A A AR AR A AR W AL AR A A A AN 1

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
CTCTAGCTGGT CTGAGAGGAT GACCAGCCACACTGGAACT GAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATATT GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCC!, \TGCCGCGTGT A

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
TGAAGAAGGCCTT CGGGTTGTAAAGTACT T TCAGCGAGGAGGAAGGCATTGT GGT T AATAACCGCAGTGATTGACGT TACT CGCAGAAGAAGCACCGGCT AACTCCGTGC CAGCAGCCGCGGT AL

AN A AP A A AP AR AW A AN W AV A AN A AR

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
TACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT GGGCGT AAAGCGCACGCAGGCGGTTGATT ALMGTCAGATGTGAAATCCCCGAGC TTAACTTGGGAACT GCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGT

macrogen
File: 101_1492R.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:148 A:178 C:276 T:209
Sample: 101_1492R Lane: 46 Base spacing: 15.628204 1243 bases in 16303 scans Page 1of 2

120
T \’l‘GGGT\T \ &G\CG\GIGIGG\GCICOCIC GG n\GGG \\CI\CII xGIll‘l 1'1‘[(3\'.‘1 \CCCC[CGG1GGIG’IG CGGG\GGIGIGGGG \CGGCCGGG WACGT. \G‘IC\CCGI‘ T AGTC

130 180 190 230
T GAT €T ACC AT TACC \GCG\TT AC T\CTTC AAGGA \\TI‘\GFTG AA C\CCCCCCTCC A GACTACC ACATACT TTAT G+ \GGTCCGGTTGCTCTCGCT \GTTC.\ CTTTTTTTTGT AT \TG\T ATTAE AG

Wi o e m,alwwmwm. e sl

c \TGTGTGT\.‘CCCC\ CTCCT/ \ \GGCCC\TG \T VACTT G \CGTC ATCCCC: \CCTTCCTCGGGTTT ATCAC GGGC Al \TCTCCTTTG \GTGCCC AACCTAC/ \TGCTGGC LAC AAAGGAGAS \GGGTTG

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
GGUWGGITCTTCGCGT TGCATCTAAATAA AC CACATGCTCCACCG G GCGTGC AGGCCCTCATATATTTAATT GACTATTAACCT TGGGGCCCTGCTCCTC AG GCTGGCC ACTTAAC GCGTTG GC
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7.5. Analisis bioinformatico del aislamiento 101

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,

mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Query

Per.

>
)
o

Descripcién Nombre cientifico Cover Ident Len Accesion

Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 99.10% | 1490 NR 025334.1
sequence

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence | Hafnia alvei 100% 99.11% | 1473 NR 112985.1
Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA, | Obesumbacterium proteus 100% 98.75% | 1436 NR 116603.1
partial sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 98.75% | 1488 NR 044729.2
Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial | Hafnia paralvei 100% 98.12% | 1495 NR 116898.1
sequence

Serratia _quinivorans _strain 4364 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.41% | 1508 NR 037112.1
sequence

Serratia_quinivorans strain LMG 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.32% | 1464 NR 114575.1
sequence

Rouxiella badensis strain 323 16S ribosomal RNA, partial sequence | Rouxiella badensis 99% 97.48% | 1281 NR 156931.1
Serratia_proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, | Serratia proteamaculans 100% 97.23% | 1502 NR 025341.1
partial sequence

Serratia myotis strain 12 16S ribosomal RNA, partial sequence Serratia myotis 100% 97.23% | 1426 NR 178702.1
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HMWGAWJM014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HMWGAWJM014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HMWGAWJM014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HMWGAWJM014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HMWGAWJM014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HMWGAWJM014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HMWGAWJM014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1397641822
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1646377
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_156931.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HMWGAWJM014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HMWGAWJM014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2363080918
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1521427
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_178702.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HMWGAWJM014

7.6. Analisis filogenético del aislamiento 101

NR 044729 2 Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RMNA partial sequence
a9

45| ' NR 1129851 Hafnia alvei strain JCM 1666 165 ribosomal RMNA partial sequence

4

=]

- NR 025334.1 Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RMA partial sequence

96
—1' MR 116603.1 Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 163 ribosomal RMNA partial sequence

99

101

—— MR 1168981 Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA partial sequence

NR 156931.1 Rouxiella badensis strain 323 165 ribosomal RNA partial sequence

— NR 1787021 Serratia myotis strain 12 16S ribosomal RNA partial sequence

a5 MR 025341.1 Serratia proteamaculans strain DSM 4543 165 ribosomal RNA partial sequence

57 | | NR 037112.1 Serratia quinivorans strain 4364 165 ribosomal RNA partial sequence

o9
NR 1145751 Serratia quinivorans strain LMG 7887 165 ribosomal RMNA partial sequence

0.0020
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8. Secuencia del aislamiento 102

8.1. Forward_102

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGA
GTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGC
ATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATG
GGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGG
ATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGG
TTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTAC
TCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGC
GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCC
CCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAG
AATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGC
CCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACCTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGG
AGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTA
CCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTGCTAGAGATGCTTTAGTGCCTTCGGGACTCTGAGACAG
GTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTATCCTTGT

8.2. Reverse 102

CCCTGCCGCGTGTTGAAGAAGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAGGGCATT
GTGGTTAATAACCACAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAATTCCGTGCCAG
CAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCCAGCGTTAATTGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCC
GGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGG
TCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATC
TGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAG
CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGA
GGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTA
CGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG
GTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGCAGAGAT
AGCTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTG
AAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGT
GGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCAT
CATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACT
CGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACT
CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGC
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CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTT
CGGGAGGGCGCT

8.3. Consenso_102

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGC
GGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACT
GGAAACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTT
CGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGG
TAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCC
ACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAA
GGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAAT
AACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCG
TAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAA
CTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAG
AATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGG
CGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACC
TGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGA
CCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCT
TACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTGCTAGAGATGCTTTAGTGCCTTCGGG
AACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTA
ATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGG
ATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGT
ATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCG
CTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAA
CCTTCGGGAGGGCGCT
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8.4. Electroferograma del aislamiento 102

El aislamiento codificado como 102 fue analizado a través de secuenciamiento
Sanger mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefales
fluorescentes en la secuencia de bases correspondientes.

%mocrogen
File: 102_27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:3522 A:5767 C:7001 T:5612

Sample: 102_27F Lane: 44 Base spacing: 15.460548 1451 bases in 17332 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
GOTT GEGGW G CTAMATG C AGTCGAGE GGTAGCACAGGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGG ACGGGTG AGTAAT GTCT GGG AAACTGC CTGATGGAGGGGG AT AACTACTGG

O A A o A A A AN W M i WA

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
AAACGGTAGCT AATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGT GGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAAT GGCTCACCTAGGCGACGAT C

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
GAAGAAGGCCTTCGGGTT GTAAAGT ACTTT CAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAAT AACCGCAGT GATTGACGT TACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACT CCGTGCCAGCAGCCGUGGT AAT

A AN A A A A AWM W AN A A N AN WA AN AP VA WA WA A AN Y

S00 510 520 330 540 550 560 570 580 390 600 610 620
ACGGAGGGTGCAAGCGTTAAT CGGAATTACTGGGUGT AAAGCGCACGCAGGCGGTTGATT AAGTCAGATGTGAAAT CCCCGAGCTTAACTT GGGAACTGCAT TTGAAACTGGTCAGCTAG AGTC

macrogen
File: 102_1492R.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:3705 A:5519 C:10125 T:8079
Sample: 102_1492R Lane: 42 Base spacing: 15.481148 1479 bases in 17983 scans Pagelof 2

[sec] CTG A lC\ AAGTGGT \GC GCCCICCCG A, GGII \‘GCl ACCTACT rlCl r1 TGC \‘CCC\CICCC\[GG'IG'IG \CGGGCGG'IGIGI AC, A\GGCCCGGG\‘CGI AT IC\CCGI AGCAT l'C

S CAN VAW WA WA VWA AR A WA AR A

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
TGATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACATACT TTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATATGCCATTGT

A A N A AR A A AN A AN A A A

250 280 290 310 320 330 340 350 360 370
AGCACGTGTGT! \GCCCT ACTCGTA \GGGCC ATGAT GACTTGACGT CATCCCC: \CCTTCCTCCGGTTT AT CACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCACCATTACGT GCTGGCAACAAAGGATAAGGG

MR A A AN A AN WA A SRR e AV

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
TTGCGCTCGTTGCGGGACT TAACCCAACATT TCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGT CTCAGAGTTCCCGAAGGCACTAAGCTATCT CTGCT AAATTCTCTGGATGT CAAGAGT

OV AN A A A A AL A A WA W A A A AR A sV VAV

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
AGGT AAGGTTCTTCGCGTTGCAT CGAATTAAACCACATGCT CCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACT CCCCAGGCGGTCGACT TAACGCGTTAG
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8.5. Analisis bioinformatico del aislamiento 102

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,
mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Descripcién Nombre cientifico Query Per. Acc. Accesion
Cover Ident Len

Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 99.43% 1490 NR 025334.1
sequence

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei 100% 99.43% 1473 NR 112985.1
Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA, | Obesumbacterium proteus 100% 99.15% 1436 NR 116603.1
partial sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 99.15% 1488 NR 044729.2
Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial | Hafnia paralvei 100% 98.65% 1495 NR 116898.1
sequence

Serratia quinivorans strain 4364 16S ribosomal RNA, partial sequence | Serratia quinivorans 100% 97.81% 1508 NR 037112.1
Serratia_quinivorans_strain LMG 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.74% 1464 NR 114575.1
sequence

Serratia proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, partial | Serratia proteamaculans 100% 97.67% 1502 NR 025341.1
sequence

Serratia_grimesii_strain_ DSM 30063 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.67% 1495 NR 025340.1
sequence

Serratia liguefaciens strain ATCC 27592 16S ribosomal RNA, partial | Serratia liguefaciens 100% 97.60% 1544 NR 122057.1
sequence
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HMWBGTS2014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HMWBGTS2014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HMWBGTS2014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HMWBGTS2014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HMWBGTS2014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HMWBGTS2014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HMWBGTS2014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HMWBGTS2014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HMWBGTS2014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_659365258
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_659365258
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=614
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_122057.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HMWBGTS2014

8.6. Analisis filogenético del aislamiento 102

QD‘{ NR 044729 2 Hafnia alvei ATCC 13337 165 ribosomal RNA partial sequence

4| ' NR 112985.1 Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA partial sequence

64
- NR 025334.1 Obesumbacterium proteus strain 42 165 ribosomal RNA partial sequence

NR 116603.1 Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 165 ribosomal RNA partial sequence

NR 116898.1 Hafnia paralvei strain ATCC 29927 165 ribosomal RNA partial sequence
gi{ NR 0371121 Serratia quinivorans strain 4364 165 ribosomal RNA partial sequence

NR 114575.1 Serratia quinivorans strain LMG 7887 165 ribosomal RNA partial sequence

100 | - NR 025340.1 Serratia grimesii strain DSM 30063 165 ribosomal RNA partial sequence

57 [~ NR 1220571 Serratia liquefaciens strain ATCC 27592 165 nbosomal RNA partial sequence

B

g

— NR 025341.1 Serratia proteamaculans strain DSM 4543 165 ribosomal RNA partial sequence

0.0020
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9. Secuencia del aislamiento 103

9.1. Forward 103

GTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGT
CTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCT
TCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAG
TAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACA
CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGG
CGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAG
CGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCACAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGG
CTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCG
TAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCA
TTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGG
TGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGA
CCTGGGAAGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGG
GGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCGCACAAGCGGTGGAACCA
GGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACTTCCCGAGAATTTGGCAGA
GATGCTTTAGTGCCTTCGGGACTCTGAGACAGTGCTGCAGGGCTGT

9.2. Reverse 103

CCAGATTCTACGGGGAGGCAGCATTGGGAATATTGCACAAGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCCTG
CCGCGTGTTTGAAGAAGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTA
ATAACCGCAGTGATTGACGTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGGAGGGTGCCAGCGTTTATTGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCCGGCGGTTGATT
AAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCT
TGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGT
GGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGT
GGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAA
ATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAA
CCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGTAGAGATAGTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGA
CAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCG
CAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTA
CAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGT
CCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGC
TACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAA
AGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCT
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9.3. Consenso 103

GTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGG
GTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGG
TAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCA
CGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCAC
CTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTG
AGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGG
GCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTA
AAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCACAGTGATTGACG
TTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
GAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTT
GATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACT
GGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAA
TGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAG
ACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGT
AGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACCTGGGAAGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGC
TTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAACCAGGTGGTTT
AATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGTA
GAGATAGTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTC
AGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCC
TTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGG
ACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAA
GTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGG
CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGT
AGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCT
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9.4. Electroferograma del aislamiento 103

El aislamiento codificado como 103 fue analizado a través de secuenciamiento Sanger
mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefales fluorescentes en la

secuencia de bases correspondientes.

b
macrogen
File: 103_27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:2987 A:5581 C:6901 T:5654
Sample: 103_27F Lane: 40 Base spacing: 15463861 1444 bases in 17289 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
TATTEG € GCL G CTACWATG C AGTC GAGCG GIAGCACAA GAGAGCTT GCTCTCTG GGTGACGAGC GGCGGACGGGTGAGTAAT GT CTGGGAAACTGCCTG ATGGAGGGGG AT AACTACTG

O W A A AN A W A AN W A A

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GAAACGGTAGCT AAT ACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGT GGGGG ACCTTCGGGCCTCACGCOCATCAGATGTGOCCAGATGGG ATTAGCTAGTAGET GGGATAATGGCT CACCTAGGCGACGAT

A Vo A A A A A AN

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
CTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTC CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGT

370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
ATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGT AAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGT T AAT AACCACAGT GATT GACGT TACT CGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT A

[ e AR WAMAR AR AR A o W A AR VAW A A AN WA AR VA AN

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610
ATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT GGGCGTAAAGCGCACGCAGGUGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAAT CCCCGAGCTTAACT TGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCT AG AG

b
macrogen
File: 103_1492R.abi Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:2328 A:3489 C:6478 T:5394
Sample: 103_1492R Lane: 38 Base spacing: 15.497835 1460 bases in 17530 scans Page I of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 2 100 110 120
CCA CTG AT A AAGTGGT A GCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGC ACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGT GT ACAAGGCCCGGG AACGTATTCACCGT AGCATTCT

AN AN A o e A VA AN s W W A

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATATGCCATTGT

A AR A AR A A AR e

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
TGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCT GT CTCAGAGTTCCCGAAGGCACTAAACTATCTCT ACTAAATTCTCT GGATGT CAAGAGT A

WA A A VA VA P AP A AP AN P AN AR A AN A VA AP

500 s10 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
GGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATT AAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCOGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCT TGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGC
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9.5. Analisis bioinformatico del aislamiento 103

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,
mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Descripcién Nombre cientifico Query Per. Acc. Accesibn
Cover Ident Len

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei 100% 99.15% 1473 NR 112985.1
Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA, | Obesumbacterium proteus 100% 98.86% 1436 NR 116603.1
partial sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 98.86% 1488 NR 044729.2
Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 98.93% 1490 NR 025334.1
sequence

Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial | Hafnia paralvei 100% 98.30% 1495 NR 116898.1
sequence

Serratia quinivorans strain 4364 16S ribosomal RNA, partial sequence | Serratia quinivorans 100% 97.45% 1508 NR 037112.1
Serratia_gquinivorans _strain LMG 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.38% 1464 NR 114575.1
sequence

Serratia proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, partial | Serratia proteamaculans 100% 97.30% 1502 NR 025341.1
sequence

Serratia_grimesii_strain DSM 30063 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.30% 1495 NR 025340.1
sequence

Serratia_grimesii_strain NBRC 13537 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.09% 1468 NR 113616.1
sequence
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HMW4CGN7014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HMW4CGN7014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HMW4CGN7014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HMW4CGN7014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HMW4CGN7014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HMW4CGN7014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HMW4CGN7014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HMW4CGN7014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HMW4CGN7014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252418
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252418
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113616.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HMW4CGN7014

9.6. Analisis filogenético del aislamiento 103

a3 NR 044729 2 Hafnia alvei ATCC 13337 165 ribosomal RNA partial sequence

4811 NR 112985.1 Hafnia alvei strain JCM 1666 165 ribosomal RNA partial sequence

52
MR 025334.1 Obesumbacterium proteus strain 42 165 ribosomal RNA partial sequence

100
MR 116603.1 Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 165 ribosomal RNA partial sequence

103

MR 116898.1 Hafnia paralvei strain ATCC 29927 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 113616 1 Serratia grimesii strain NBRC 13537 1685 ribosomal RMNA partial sequence

MR 037112 1 Serratia quinivorans strain 4364 185 ribosomal RNA partial sequence

b
100
MR 114575 1 Serratia quinivorans strain LMG 7887 165 ribosomal RMNA partial sequence
®7 |- NR 025340 1 Serratia grimesii strain DSM 30063 165 ribosomal RNA partial sequence
9L NR 025341 1 Serratia proteamaculans strain DSM 4543 165 ribosomal RNA partial sequence
-
0.0020
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10. Secuencia del aislamiento 133

10.1. Forward_133

CAGGGGCGGCAGCTACACATGCAGTCGAGCGGTAACAGGAAGAGAAGCTTGCTTTCTTTGCTGA
CGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAA
ACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCACGTCA
GGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAG
CTGGTCTGAGAGGATGATCACCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCACACTCCTACGGGAGGCA
CCACTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCACCCATGCCGCGTGTATGAATAACG
CCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCATTCGTGAGGAATGGGGTATCGTTAATAGCGGTATTCTTTGAC
GTTGGCGACTGAAAAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAACCGCGGTGATACCGAGGGTGCG
AGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCATATGTGAAAGC
CCGGGACTCAACCTCGGAGTTGCATTTGAAACTGGCAGGCTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGA
ATTTCAGGTGTAGCGATGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAAAGCGGCLCCCC
CTGGAACAGATACTGACACTCAAGATGCGAAAGCGTGAGGAGCAAAACAGGATTAGATACACCT
GGGTAGTCCACGCCTGTGAAACGATGTCTACTTTGGGAGGTTGTGGACCTTGGAGCCGTGTGCT
TCTCTGGAGCCTAACGGCGTTTAAGTAACACCGCCCTGGGGGAGTAACGGTCCGCGAGGATTAA
AAACTCCACATGGAATTTGAACCGCGAGCCCCGCTTCGAAGCGGGTGGCAGCCATGTGGGTTGT
AATTTCCAATGTCAACGTCGAAAGAAACCTTTACCCTAC

10.2. Reverse 133

CCACTGACACAAGTGGCAGCGTCCTCCCGAAGGTTAAACTATCACTGCTTCTTTTGCAGCCCACT
CCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCA
CGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGCACT
TTTTGGGATTCGCTCACTATCGCTAGCTCGCCGCCCTCTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTA
GCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCA
GTCTCCCTGGAGTTCCCGACATTACTCGCTGGCAAACAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGG
ACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTTACAGTTCCCG
AAGGCACTCCCGCGTCTCCGCAGGATCCTGTAGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTG
CATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAATCT
TGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGAAAGCCACGGCTCAAGGCCA
CAACCTCCAAGTAGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCA
CGCTTTCGCATCTGAGTGTCAGTATCTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTTCAG
ATCTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGAAATTCTACCCCCCTCTACAGTACTCTAGCCTGCCAGT
TTCAAATGCAACTCCGAGGTTGAGCCCCGGGCTTTCACATCTGACTTAACAAACCACCTGCATGC
GCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGG
AGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGTCGCTAAC
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10.3. Consenso_133

GATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTTGGGTTGTAAAGTACTTTCA
GTCGTGAGGAAGGGGGTATCGTTAATAGCGGTATTCTTTGACGTTAGCGACAGA
AGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGA
GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAG
ATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAGTTGCATTTGAAACTGGCAGGCTAG
AGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
CTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAG
ATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGT
AAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACG

CGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGA
AGAACCTTACCTACTCTTGACATCTACAGGATCCTGCGGAGACGCGGGAGTGC
CTTCGGGAACTGTAAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAA
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAG
TAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGG
GACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAAT
GGCGCATACAGAGGGCGGCGAGCTAGCGATAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGC
GTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAG
TAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGCAGTGATAGTTTAACCTTCG
GGAGGACGCTGCCAC
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10.4. Electroferogramas del aislamiento 133

El aislamiento codificado como 133 fue analizado a través de secuenciamiento Sanger
mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefiales fluorescentes en la

secuencia de bases correspondientes.

macrogen
File: 133 _27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:3450 A:4824 C:5235 T.4407
Sample: 133_27F Lane: 36 Base spacing. 15.551401 1623 bases in 21389 scans Page I of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
CA GIGAC G C. G CTACCATG € AGTC GAGCGGT AAMCA GGAAGGAAGCTT GCTTTCTTTGCTGACGAGCGGCGG ACGGG TG AGTAAT GCCTG GG AAATT GCCCTG ATGTGGGGG AT AAC

e 0NN AV WA o AV AR A AR A A WA v

120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
CATTGGAAACGATGGCTAATACCGCATG ATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCACGTCAGGATAT GCCCAGGTGGG ATTAGCTAGTTGGTGAGGT AAT GGCT CAC

AP A A AR,V AAWAANA: AARANA A s\ A AN A WA MM MR

24 250 260 270 280 250 300 310 320 330 340 350
CAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGAT CACCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCACACTCCTACGGGAGGCACCACTGGGG AATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTG

360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460
ATGCACCCATGCCGCGTGTATGAAT AACGCCTTCGGGTTGTAAAGTACT TTCATTCGTGAGGAAT GGGGT ATCGTTAATAGCGGTATTCTTTGACGTTGG CGACT GAAA AAGCA

VA AN AN A A AR AARARAMAARAARAA AR AR A VA AN RA A

470 480 490 500 s10 520 530 540 550 560 570 580
CCGGCTAACTCCGTGCCAGCAACCGCGGTGATACC GAGGGTGCGAGCGTT AATCGG AATTACTGGG CGTAAAGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAT ATGTG AAAGC CCG

)
macrogen
File: 133_1492R.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:2603 A:3354 C:5735 T:4226
Sample: 133_1492R Lane: 34 Base spacing: 15.723343 1376 bases in 16425 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 0 &0 90 100 110 120
cca CTG ACLCAAGTGGCA GCGICCTCCCGAAGGT TAAACTATCT GCTTCTTTTGCAGCCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGT GTGTACAAGGCCCGGGAACGT AT TCACCGTGGCATTCT

GOV AW AN AWV WA A WA AWM A

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GATCCACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGG AGTCGAGTTGCAGAC TCCAAT CCGGACT ACGACGCACT TTTTGGGATTCGCTCACTATCGCTAGCT CGCCGCCCT CT GTAT GCGCCATT GTAG

N AP AN A AR AN AN VA AN AW WAV A AN RN WA A g

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
CACGTGTGTAGCCCTACTCGT AAGGGCCATGAT GACT T GACGT CGTCCCCACCTT CCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCCTGGAGTTCCCGACATTACTCGCT GGCAAACAAGGAT AAGGGTTGC

AWM A A

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
GCTCGTTGCGGGACTT AACCCAACAT TTCACAACAC GAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTTACAGT TCCC GAAGGCACTCCCGCGTCTCCGCAGGATCCTGTAGATGTCAAGAGT AGGT A

WA A A A AN A A AN AN AN AR W A WA M VAN AN A A

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
AGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATT AAACCACATGCTCCACCGCTT GTGC GGGCCCCCGTCAATT CATTT GAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCC CCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCG
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10.5. Analisis bioinformatico del aislamiento 133

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,
mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Descripcién Nombre cientifico Query Per. Acc. Accesion
Cover Ident Len

Vibrio_metschnikovii_strain NBRC 103153 16S ribosomal RNA, | Vibrio metschnikovii 100% 99.63% | 1486 NR 114220.1
partial sequence
Vibrio _metschnikovii _strain_Fowl 16S ribosomal RNA, partial | Vibrio metschnikovii 95% 99.81% | 1433 NR 029258.1
sequence
Vibrio injensis strain M12-1144 16S ribosomal RNA, partial | Vibrio injensis 100% 97.88% 1428 NR 164874.1
sequence
Vibrio pacinii_strain LMG 19999 16S ribosomal RNA, partial | Vibrio pacinii 100% 97.78% 1494 NR 025479.1
sequence
Vibrio _diazotrophicus strain NBRC 103148 16S ribosomal RNA, | Vibrio diazotrophicus 100% 97.60% | 1468 NR 114217.1
partial sequence
Vibrio aestuarianus strain NBRC 15629 16S ribosomal RNA, partial | Vibrio aestuarianus 100% 97.59% | 1472 NR 113780.1
sequence
Vibrio diazotrophicus strain. NS 16S ribosomal RNA, partial | Vibrio diazotrophicus 99% 97.59% | 1456 NR 026123.1
sequence
Vibrio furnissii strain 9119-82 16S ribosomal RNA, partial sequence | Vibrio furnissii 100% 97.24% 1546 NR 037067.1
Vibrio vulnificus strain 324 16S ribosomal RNA, partial sequence Vibrio vulnificus 100% 97.31% 1536 NR 036888.1
Vibrio vulnificus NBRC 15645 = ATCC 27562 16S ribosomal RNA, | Vibrio vulnificus NBRC 15645 = | 100% 97.31% | 1468 NR 113792.1
partial sequence ATCC 27562
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631253022
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631253022
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114220.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HMVVEMMA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_265678950
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_265678950
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_029258.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HMVVEMMA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1779814799
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1779814799
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1307414
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_164874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HMVVEMMA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878340
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878340
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=170674
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025479.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HMVVEMMA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631253019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631253019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=685
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114217.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HMVVEMMA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252582
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28171
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113780.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HMVVEMMA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219846531
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219846531
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=685
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_026123.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HMVVEMMA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975203
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=29494
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037067.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HMVVEMMA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975024
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=672
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_036888.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HMVVEMMA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252594
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252594
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1219061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1219061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113792.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HMVVEMMA014
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72

100 MR 036888.1 Vibrio vulnificus strain 324 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 1137921 Vibrio vulnificus NBRC 15645 = ATCC 27562 165 ribosomal RMA partial sequence

70

44

85

o

0.0020

NR 1142171 Vibrio diazotrophicus strain NBRC 103148 165 ribosomal RNA partial sequence
100 MR 0261231 Vibrio diazotrophicus strain NS 165 nbosomal RNA partial sequence
NR 037067 .1 Vibrio furnissii strain 9119-82 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 025478 1 Vibrio pacinii strain LMG 19999 165 ribosomal RNA partial sequence

— NR 113780.1 Vibrio aestuarianus strain NBRC 15629 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 164874 1 Vibrio injensis strain M12-1144 185 ribosomal RMA partial sequence

133

‘{ MR 029258 1 Vibrio metschnikovii strain Fowl 165 ribosomal RNA partial sequence

0 MR 114220.1 Vibrio metschnikovii strain NBERC 103153 165 ribosomal RNA partial sequence
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11. Secuencia del aislamiento 134

11.1. Forward_ 134

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTA
ATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATGAC
GTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAG
CTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTT
CAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAAC
TGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTC
AGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGT
CGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGG
GGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTGCTAGAG
ATGCTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGA
AAGGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCTTATCCTTGTTGCCGCACGTAAGGGTGG

11.2. Reverse_134

GAAGAAGCCTTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCACA
GTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGG
AGGGTGCAAGCGTTTATTGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCCGGCGGTTGATTAAGTCAGA
TGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGG
GGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAG
GCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCC
GGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACC
TACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGCAGAGATAGTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTG
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATG
GCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGG
ATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACG
GTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAA
GTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCT
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11.3. Consenso_134

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAA
ACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGC
CTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGC
TCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT
TGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATT
GACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGC
GGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGA
AACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAA
AGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGG
CTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTGCTAG
AGATGCTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCA
GCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCT
TTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGG
ACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAA
GTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGG
CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGT
AGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCT
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11.4. Electroferograma del aislamiento 134

El aislamiento codificado como 134 fue analizado a través de secuenciamiento Sanger
mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefiales fluorescentes en la

secuencia de bases correspondientes.

macrogen
File: 134_27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:3221 A:5350 C:6470 T:5113
Sample.: 134_27F Lane: 63 Base spacing: 15.646178 1360 bases in 16461 scans Page l of 2

10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100 110 120
GGCAWGTTGC GOV G CTAOITG C AGTCGAGC GETAGCACAAGAG AGCTTGCTCTCTGGG TG ACGAGCGGOGE WGGGTG AGT ANTGTCTG GG AA LT GCCTGATGGAGGGGG T AACTACTG

130 140 130 160 170 180 150 200 210 220 230 240
GAAMCGGTAGC TAATACCGCATGACGTCTTOGGACCAAAGTGGGGG ACCT TCGGGUCTCACGTC CAT CAGATGT GCCCAGAT GGG AT TAGC TAGTAGGT GGGGT AAT GGCT CACCTAGGCGACGAT C

500 51 520 530 540 350 360 370 580 590 600 610 620
ACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT GGGCGTAAAGC GCACGCAGGCGGTTGATTAAGT CAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTC

AL AP A AR o VAR ANV AN A A A AN P AN AN MOV

macrogen
File: 134_1492R.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:3151 A:4615 C.8395 T:6241
Sample: 134_1492R Lane: 61 Base spacing: 15.634759 1425 bases in 17298 scans Page I of 2

10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100 110 120
CC GCTG MTCCAAGTG GT A GC GCCCTCCOG AAGGTTAAGCTACCTACTTCT TTT GC ACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGETGTGTACAAGGC CCGGGAACGT AT TCACCGT AGCATT CT

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
GCACGTGTGTAGCCCTACTCGT AAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTT CCTCCGGTTT AT CACCGGCAGTCTCCTTTGAGT TCCCACCATT ACGT GCTGGCAACAAAGG AT AAGGGT T

A A A A Ao P A AN AN A AR AN AV AMAANA AV

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
GCGETCGTTGCGGGACTTAACCCAACAT TTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGT CTCAGAGT TCCCGAAGGC ACTAAACTATCT CTGCT AAATTCT CTGGATGT CAAGAGT AG

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
GTAAGGTTCTTCGCOTTGCATCGAATT AAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCETCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGT ACTCCCCAGGCGGTCGACT TAACGCGTTAGE

D WA AN A AP Ao Y Mo R ey A WA AR
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11.5. Analisis bioinformatico del aislamiento 134

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se comparé con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBI,
mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Descripcién Nombre cientifico Query Per. Acc. Accesion
Cover Ident Len

Obesumbacterium proteus strain_42 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 99.65% 1490 NR 025334.1
sequence

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei 100% 99.65% 1473 NR 112985.1
Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA, | Obesumbacterium proteus 100% 99.36% 1436 NR 116603.1
partial sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 99.36% 1488 NR 044729.2
Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial | Hafnia paralvei 100% 98.87% 1495 NR 116898.1
sequence

Serratia quinivorans strain 4364 16S ribosomal RNA, partial sequence | Serratia quinivorans 100% 97.95% 1508 NR 037112.1
Serratia_quinivorans strain LMG 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.88% 1464 NR 114575.1
sequence

Serratia proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, partial | Serratia proteamaculans 100% 97.80% 1502 NR 025341.1
sequence

Serratia_grimesii_strain DSM 30063 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.80% 1495 NR 025340.1
sequence

Serratia _grimesii_strain LMG 7883 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.74% 1461 NR 114576.1
sequence
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HMVK5XVA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HMVK5XVA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HMVK5XVA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HMVK5XVA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HMVK5XVA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HMVK5XVA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HMVK5XVA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HMVK5XVA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HMVK5XVA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558519
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558519
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114576.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HMVK5XVA014

11.6. Analisis filogenético del aislamiento 134

9{{ MR 044729 2 Hafnia alvei ATCC 13337 165 ribosomal RNA partial sequence

401 1 NR 1129851 Hafnia alvei strain JCM 1866 16S ribosomal RNA partial sequence

52
- NR 0253341 Obesumbacterium proteus strain 42 165 ribosomal RNA partial sequence

100
—1{'NR 116603.1 Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 165 ribosomal RNA partial sequence

{134

- MR 116898 1 Hafnia paralvei strain ATCC 29927 165 ribosomal RMA partial sequence

5}{ NR 0253401 Serratia grimesii strain DSM 30063 165 ribosomal RMNA partial sequence

MR 1145761 Serratia gnmesii strain LMG 7883 165 ribosomal RMA partial sequence

100 MR 025341.1 Serratia proteamaculans strain DSM 4543 165 ribosomal RNA partial sequence

45 | | NR 037112.1 Serratia quinivorans strain 4364 165 ribosomal RMA partial sequence

%8 MR 114575 1 Serratia quinivorans strain LMG 7887 165 ribosomal RNA partial sequence

0.0020
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12. Secuencia del aislamiento 136

12.1. Forward_136

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTA
ATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATGAC
GTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAG
CTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTT
CAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAAC
TGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTC
AGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGT
CGACCTGGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCT
GGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCGCACAAGCGGTGGAAC
CAGGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACTTCCCGAGAATTT

12.2. Reverse 136

GGCCCCAGCCTGATGCAGCCCTGCCGCGTGTTTGAAGAAGCCTTTCGGGTTGTAAAGTACTTTTA
GCGAGGAGGAGGGCATTGTGGTTAATAACCACAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCG
GCTAATTCCGTGCCCGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTTATTGGAATTACTGGGC
GTAAAGCGCACGCCGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTG
CATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAG
GTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCG
ACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGTAGAGA
TAGTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAA
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGA
ACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCC
CTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGC
AAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGG
AATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC
CGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTACCA
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12.3. Consenso_136

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAA
ACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGC
CTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGC
TCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT
TGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATT
GACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGC
GGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGA
AACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAA
AGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACCTGGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTG
GCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT
TAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCCATGTGGTT
TAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGT
AGAGATAGTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGT
CAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATC
CTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCG
GACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGA
AGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGG
TAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTACCA
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12.4. Electroferograma del aislamiento 136

El aislamiento codificado como 136 fue analizado a través de secuenciamiento Sanger
mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefales fluorescentes en la

secuencia de bases correspondientes.

»
macrogen

File: 136_27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:3359 A:5728 C:7253 T:5620

Sample: 136_27F Lane: 59 Base spacing: 15.552419 1421 bases in 17284 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
TCTTTG € GOV G CTACCTGC AGTCGAGCGGTAGCACAAGAG AGCTTGCTCTCTGGGTG AL GAGCGGCGGACGGETGAGTAATGTCTG GG A ACTGCCTG AT GG AGGGGG AT AACTACTGG A

e A A A o o e A W

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
AACGGTAGCTAAT ACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCAT CAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCT

I O AN O A A A A A L

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
CTAGCTGGT CTGAGAGGAT GACCAGCCACACTGGAACTGAG ACACGGT CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT GCACAAT GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATG

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
AAGAAGGCCT TCGGGTTGTAAAGTACT T TCAGCGAGGAGGAAGGCATT GT GGTTAAT AACCGCAGTG ATT GACGT TACT CGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA

A AR A A A A A A A N A A AL A A AR

500 510 520 530 540 350 560 570 560 590 600 610 620
CGGAGGOTGCAAGCGTTAAT CGGAATTACTGGGCGT AAAGCGCACGCAGGUGGTTGATT AAGTCAGATGTGAAATCCCCEAGCTTAACTT GGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCT

macroger
File: 136_1492R.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:3546 A:5271 C:9712 T:7495
Sample: 136_1492R Lane: 57 Base spacing: 15481207 1498 bases in 18222 scans Page I of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
CA TTG ATCCA AGTG GT A GC GCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTT TGC MCCCACTCCCATGGTGTG ACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATTC

B 00NN A A e AN M AR A A A

120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
TGATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTT GCAGACTCCAATCCGGACTACGACATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATAT GCCATTGT

M AAAAANAAAA A AR Ao A AN WA VA VY

370 380 390 400 410 420 430 0 450 460 470 480 490
TTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATT TCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGT CTCAGAGTT CCCGAAGGCACT AAACTATCTCTACTAAATTCTCTGGAT GTCAAGAGT A

AP, A VA W A A A AP AN AN A A A ARV A A A

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610
GGTAAGGT TCTTCGCGTTGCATCGAATT AAACCACATGCTCCACCGCTT GTGCGGGCCCCCGTCANTT CATT TGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTT AG

98



12.5. Analisis bioinformatico del aislamiento 136

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se comparé con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,
mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Descripcion Nombre cientifico Query Per. Acc. Accesion
Cover Ident Len

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei 100% 99.29% 1473 NR 112985.1
Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA, | Obesumbacterium proteus 100% 99.08% 1436 NR 116603.1
partial sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 99.01% 1488 NR 044729.2
Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 99.08% 1490 NR 025334.1
sequence

Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial | Hafnia paralvei 100% 98.52% 1495 NR 116898.1
sequence

Serratia quinivorans strain 4364 16S ribosomal RNA, partial sequence | Serratia quinivorans 100% 97.60% 1508 NR 037112.1
Serratia_quinivorans strain LMG 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.53% 1464 NR 114575.1
sequence

Serratia proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, partial | Serratia proteamaculans 100% 97.46% 1502 NR 025341.1
sequence

Serratia_grimesii_strain DSM 30063 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.46% 1495 NR 025340.1
sequence

Serratia_grimesii_strain NBRC 13537 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.25% 1468 NR 113616.1
sequence
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HMV7Y5BC014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HMV7Y5BC014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HMV7Y5BC014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HMV7Y5BC014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HMV7Y5BC014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HMV7Y5BC014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HMV7Y5BC014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HMV7Y5BC014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HMV7Y5BC014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252418
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252418
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113616.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HMV7Y5BC014

12.6. Analisis filogenético del aislamiento 136

. MR 044729 2 Hafnia alvei ATCC 13337 165 ribosomal RNA partial sequence

38 |1 NR 112985 1 Hafnia alvei strain JCM 1666 165 ribosomal RNA partial sequence

63
NR 0253341 Obesumbacterium proteus strain 42 165 ribosomal RNA partial sequence

100
MR 1166031 Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 165 ribosomal RNA partial sequence

=

— NR 116898.1 Hafnia paralvei strain ATCC 29927 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 113616.1 Serratia grimesii strain NBRC 13537 165 ribosomal RMNA partial sequence

MR 0371121 Serratia quinivorans strain 4364 165 ribosomal RNA partial sequence

100
MR 1145751 Serratia quinivorans strain LMG 7887 1685 nbosomal RNA partial sequence
° NR 025340.1 Serratia grimesii strain DSM 30063 165 ribosomal RNA partial sequence
%0 MR 0253411 Serratia proteamaculans strain DSM 4543 165 ribosomal RNA partial sequence
—
0.0020

100



13. Secuencia del aislamiento 138

13.1. Forward_138

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTA
ATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATGAC
GTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAG
CTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTT
CAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAAC
TGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTC
AGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGT
CGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGG
GGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTGCTAGAG
ATGCTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAA
ATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCTTATCCTTGTTGCCGCACGTAAGGTGGGAACT
CAA

13.2. Reverse_138

TGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCCTGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTT
CGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCACAGTGATTGACGTT
ACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGC
GTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCC
GAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTC
CAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCLCCTGG
ACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGT
TAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGC
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCC
AGAGAATTTAGCAGAGATAGTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCG
TCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCC
AGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGA
CGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGA
AGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAAC
TCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCG
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GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACC
TTCGGGAGGGCGCT

13.3. Consenso_138

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAA
ACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGC
CTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGC
TCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTTCGGG
TTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGAT
TGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGG
CGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTG
AAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGAC
AAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGT
GGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTGC
TAGAGATGCTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCG
TCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAT
CCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGC
GGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATG
AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAG
GTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCT
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13.4. Electroferograma del aislamiento 138

El aislamiento codificado como 138 fue analizado a través de secuenciamiento Sanger
mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefiales fluorescentes en la

secuencia de bases correspondientes.

I
macrogen
File: 138_27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:2622 A:3976 C:4655 T:3909
Sample: 138_27F Lane: 55 Base spacing. 15.502941 1407 bases in 16958 scans Page I of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
S TIEGGCGG L G CTACWATG C AGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTG GGTG ACGAGCGGCGG ACGGGTG AGTAAT GTCTG GG AAACT GCCTGATGGAGGGGG AT AACTACTGG A

s OO A A A AWM A AR A A WA A

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
MACGGTAGCTAAT ACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGT GGGGGACCTTCGGGUCTCACGC CATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGT GGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTC

DO A A AN A A A AR A A AR AR A O

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
TAGCTGGTCTGAGAGGATGAC CAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATG

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
AAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTT TCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGT TACT CGCAGAAGAAGCACCGGCTAACT CCGTGC CAGCAGCCGCGGT AAT A

1 A A AAARGARA A A AP AR AV AR VAR A A AR A 1

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
ZGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT AAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGT GAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGT CAGCT AGAGTCT

"
macrogen
File: 138_1492R.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:4244 A:5525 C:9409 T: 7390
Sample: 138_I1492R Lane: 53 Base spacing: 15.602 1431 bases in 17450 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
car TG ATOCAAGTGGT AGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGE ACCCACTCCCATGGT GTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTAGCATTC

e O AW WA AN A WA WA WA AWV A AW WY

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
TGATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACAT ACTTTATGAGGTCCGCT TGCTCTCGCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATAT GCCATTGT

370

260 280 290 300 310 320 340 350 360
AGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACAAAGGAT AAGGG

M A AAMANARM AWM AR NN A AR VA

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
TTGCGCT CGTTGCGGGACTT AACCCAACATT TCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACTAAACTATCTCTGCT AAATTCT CTGGAT GTCAAGAGT

VAR A WA AN AN A A A AN AN A AR A AV A AN AV

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
AGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCAT CGAATT AAACCACATGCT CCACCGCTTGTGCGGGCCCCOGTCAATTCATTTGAGTTTT AACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGT CGACTTAACGCGTTAG
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13.5. Analisis bioinformatico del aislamiento 138

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,
mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Descripcién Nombre cientifico Query Per. Acc. Accesion
Cover Ident Len

Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 99.57% 1490 NR 025334.1
sequence

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei 100% 99.57% 1473 NR 112985.1
Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA, | Obesumbacterium proteus 100% 99.29% 1436 NR 116603.1
partial sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 99.29% 1488 NR 044729.2
Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial | Hafnia paralvei 100% 98.80% 1495 NR 116898.1
sequence

Serratia quinivorans strain 4364 16S ribosomal RNA, partial sequence | Serratia quinivorans 100% 97.88% 1508 NR 037112.1
Serratia_quinivorans _strain LMG 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.81% 1464 NR 114575.1
sequence

Serratia proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, partial | Serratia proteamaculans 100% 97.74% 1502 NR 025341.1
sequence

Serratia_grimesii_strain_ DSM 30063 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.74% 1495 NR 025340.1
sequence

Serratia_grimesii_strain NBRC 13537 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.52% 1468 NR 113616.1
sequence
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HMV0RUUE016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HMV0RUUE016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HMV0RUUE016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HMV0RUUE016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HMV0RUUE016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HMV0RUUE016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HMV0RUUE016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HMV0RUUE016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HMV0RUUE016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252418
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252418
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113616.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HMV0RUUE016

13.6. Analisis filogenético del aislamiento 138

- NR 044729 2 Hafnia alvei ATCC 13337 165 ribosomal RNA partial sequence
43‘{

MR 1129851 Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA partial sequence

50
- NR 025334.1 Obesumbacterium proteus strain 42 165 ribosomal RNA partial sequence

100
— NR 116603.1 Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 165 nbosomal RNA partial sequence

138

— NR 116898.1 Hafnia paralvei strain ATCC 29927 165 ribosomal RMA partial sequence

MR 113616.1 Serratia grimesii strain NBRC 13537 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 037112.1 Serratia quinivarans strain 4364 165 ribosomal RNA partial sequence

100
NR 114575.1 Serratia quinivorans strain LMG 7887 165 ribosomal RNA partial sequence

o7 MR 0253401 Serratia grimesii strain DSM 30063 165 ribosomal RNA partial sequence

20 NR 025341 1 Serratia proteamaculans strain DSM 4543 165 ribosomal RNA partial sequence

H
0.0020

14. Aislamiento 139

14.1. Forward_139

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTA
ATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATGAC
GTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAG
CTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTT
CAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAAC
TGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGGTAGAATTCCAGGGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGC
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TCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGAT
GTCGACCTGGGAAGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCC
CGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCGCACAAGCGGTGGA
ACCAGGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACTTCCCGAGAATTTGC
AGAGATGCTTAGTGCCTTCGGGACTCT

14.2. Reverse_ 139

CGCAAGCCTGATGCAGCCCTGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAG
CGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGG
CTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTTATTGGAATTACTGGGCG
TAAAGCGCACGCCGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGC
ATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGG
TGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGA
CTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT
GGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGCAGAGATA
GCTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAA
CTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCC
TTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCA
AGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGA
ATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCC
GTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCA
CT

14.3. Consenso_139

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAA
ACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGC
CTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGC
TCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT
TGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATT
GACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGC
GGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGA
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AACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGGTAGAATTCCAGGGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGAC
AAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACCTGGGAAGTTGTGCCCTTGAGGCG
TGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCCGGGGGAGTACGGCCGCA
AGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAACCAGGT
GGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATT
TAGCAGAGATAGCTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCT
GTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC
CTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTG
ATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTA
GGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAG
CAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACT
CCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGT
TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGA
AGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACT
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14.4. Electroferograma del aislamiento 139

El aislamiento codificado como 139 fue analizado a través de secuenciamiento Sanger
mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefales fluorescentes en la

secuencia de bases correspondientes.

f
macrogen
File: 139_27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G.2908 A:5293 C:6589 T:5440
Sample: 139 _27TF Lane: 51 Base spacing: 15.523311 1409 bases in 16925 scans Page I of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
GTCTTTG® GCA G CTAQEATGC AGTC GAGC GGTAGCACAAG AGAGCTTGCTCTCTGGGTG ACGAGCGGLG GACGGGTG AGTAAT GTCTGGG AAACT GCCTG ATGGAGGGGG ATAACTACTGG

< oA AV YA A i VA A A AN W A i AV

= s XK

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
AAACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCAT CAGATGTGCCCAG ATGGGATTAGCT AGT AGGT GGGGT AAT GGCTCACCTAGGCGACGAT

W A A A A AP AAAPAAA A A VAR AW AR A A A VAR P

250 260 270 280 310 320 30 340 350 360
CTCTAGCTGGT CT GAGAGGATGACCAGC CACACTGGAACTGAGACACGGTC CAGACTCCTACGGG AGGCAGCAGTGGGGAATATT GCACAAT GGGCGCAAGC CT GAT GCAGCCAT GCCGCGTGT

380 3% 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
ATGAAGAAGGCCTT CGGGTTGTAAAGT ACTTT CAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGT GATT GACGT TACT CGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT A

[ AR A AR Ao W A A A A AW A AN N AR S A

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 62
ATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT AAAGCGCACGCAGGCGGTTGATT AAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTT AACT TGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCT AGAG

Iy
macrogen
File: 139_1492R.ab! Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:2140 A:3299 C:6702 T:5206
Sample: 139_1492R Lane: 49 Base spacing: 15.694762 1386 bases in 16520 scans Page 1 of 2

1o 20 30 40 50 60 70 80 S0 100 110 120
GCA TTG ATO AAGTGGTAAGC GCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTT GC 4CC CACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGC CCGGGAACGT ATTCACCGTAGCATTCT

s AN AW o e A WA AWM A WA AR AW

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATATGCCATTGT AG

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
CACGTGT GTAGCCCTACTCGT AAGGGCCATGATGACT TGACGT CATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCACCATTACGT GCTGGCAACAAAGGAT AAGGGTT

AN A AN A A i A

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
MAGGTTCTTCGCGTTGCAT CGAATTAAACCACATGCT CCACCGCTT GTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGT CGACTTAACGCGTTAGCTCC
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14.5. Analisis bioinformatico del aislamiento 139

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,
mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Descripcién Nombre cientifico Query Per. Acc. Accesion
Cover Ident Len

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei 100% 98.95% 1473 NR 112985.1
Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA, | Obesumbacterium proteus 100% 98.66% 1436 NR 116603.1
partial sequence

Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 98.80% 1490 NR 025334.1
sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 98.66% 1488 NR 044729.2
Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial | Hafnia paralvei 100% 98.17% 1495 NR 116898.1
sequence

Serratia quinivorans strain 4364 16S ribosomal RNA, partial sequence | Serratia quinivorans 100% 97.26% 1508 NR 037112.1
Serratia_guinivorans_strain LMG 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.19% 1464 NR 114575.1
sequence

Serratia proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, partial | Serratia proteamaculans 100% 97.12% 1502 NR 025341.1
sequence

Serratia _grimesii_strain DSM 30063 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.12% 1495 NR 025340.1
sequence

Serratia_grimesii_strain NBRC 13537 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 96.91% 1468 NR 113616.1
sequence
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HMURW31G014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HMURW31G014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HMURW31G014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HMURW31G014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HMURW31G014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HMURW31G014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HMURW31G014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HMURW31G014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HMURW31G014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252418
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252418
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113616.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HMURW31G014

14.6. Analisis filogenético del aislamiento 139
- NR 044729.2 Hafnia alvei ATCC 13337 165 ribosomal RNA partial sequence
33| NR 112985.1 Hafnia alvei strain JCM 1666 165 ribosomal RMNA partial sequence

> MR 025334.1 Obesumbacterium proteus strain 42 165 ribosomal RNA partial sequence

100

MR 1166031 Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 165 ribosomal RNA partial sequence

— 139'

~ NR 116898 1 Hafnia paralvei strain ATCC 29927 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 113616.1 Serratia gnmesii strain NBRC 13537 165 rnbosomal RMA partial sequence

MR 0371121 Serratia quinivorans strain 4364 165 ribosomal RMNA partial sequence

bg
100
MR 1145751 Serratia quinivorans strain LMG 7887 165 nbosomal RNA partial sequence
&7 . N . . .
MR 025340.1 Serratia grimesii strain DSM 30063 165 ribosomal RNA partial sequence
MR 025341 1 Serratia proteamaculans strain DSM 4543 165 ribosomal RNA partial sequence
[
0.0020
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15. Secuencia del aislamiento M13

15.1. Forward_M13

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGT
AATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATGA
CGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTA
GCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAG
CCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
TGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTT
TCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCA
CCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTG
GGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAA
CTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCT
CAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATG
TCGACCTGGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCT
GGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCGCACAAGCGGTGGAAG
CAGGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACTTCCAGAGAATTTGCTAG
AGATGCTTTAGTGCCTTCGGGACTCTGAGACAGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGGGT

15.2. Reverse_M13

CTTGATGCAGCCCTGCCGCGTGTATGAAGAAGCCTTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGA
GGAAGGCATTGTGGTTAATAACCACAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTC
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTTATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCG
CACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAA
CTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGA
TCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAG
CGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGG
TTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGC
CGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGCAGAGATAGTTTAGT
GCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAG
GAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAG
TAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGAC
CTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTA
GTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC
CATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTACCAC
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15.3. Consenso_M13

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTTCTCTGGGTGACGAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAA
ACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGC
CTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGC
TCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT
TGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATT
GACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGC
GGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGA
AACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAA
AGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACCTGGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTG
GCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT
TAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAAGCAGGTGGTT
TAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACTTCCAGAGAATTTAGC
AGAGATAGTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGT
CAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATC
CTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCG
GACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGA
AGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGG
TAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTACCAC
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15.4. Electroferograma del aislamiento M13

El aislamiento codificado como M13 fue analizado a través de secuenciamiento
Sanger mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefiales fluorescentes

en la secuencia de bases correspondientes.

macrogen
File: M13_27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:4562 A:7524 C:8903 T:7131
Sample: M13_27F Lane: 15 Base spacing: 15.660052 1358 bases in 16353 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
G GO TGC GO G CTAMMATGC AGTC GAGCGGTAGCACAA GAGAGCTT GCTCT CTGGGT GACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAAT GTCTG GG AAACTGCCTG ATGGAGGGGG AT AACTACT

om0 A MG N s A VA A AR W M A

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GGAAACGGT AGCTAATACCGCATG ACGTCTTCGGACCAAAGT GGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGT GCCCAGATGGGATTAGCTAGT AGGTGGGGT AATGGCTCACCTAGGCGACG

IV AN AL A e AR A A A AN A VAR AN A AN WA

260 280 290 300 31 320 330 350 360
ATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGAT GACCAGC CACACTGGAACT GAG ACACGGTCCAGACT CCTACGGGAGGUAGCAGTGGGGAAT AT TGCAC \\TGGGCGC LAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTG

370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
TATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTT T CAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAAT AACCGCAGTGATTGACGTTACT CGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT

i A P, P A A ALY o S

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610
AATACGGAGGGTGCAAGCGTT AAT CGGAATTACT GGG CGT AAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGT CAGATGT GAAAT CCCCGAGCTTAACTT GGG AACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGA

macrogen
File: M13_I1492R.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:4350 A:6055 C:11203 T:8385
Sample: M13_1492R Lane: 13 Base spacing: 15.679161 1365 bases in 16749 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 &0 90 100 110 120
CG CIG AT AMAGTGGT A GCGCCCTCCCG AAGGTTAAGCTACCTACTTCTT TTGC MCCCACT CCCATGG TGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATT CACCG T AGCATTC

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
LWECACGTATGT AGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACT TGACGT CATCCCCACCTT CCTCCGGTTTATCACCEGCAGTCTCCTTTGAGT TCCCACCAT TACGT GCTGGLAACAAAGGATAAGGG

A AP AN AR AR A A A A A A AN AV AR AAMAMAN A A AR eV A Vi

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 49
ITGCGCTCGTTGCGGGACTT AACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCAT GCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACTAAACTATCT CTGCTAAATT CTCTGGAT GT CAAGAGT A

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
GGT AAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCT CCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATT CATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACT CCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAG

L T e L T T VA N

113



15.5. Analisis bioinformatico del aislamiento M13

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,

mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Descripcién Nombre cientifico Query Per. Acc.len Accesibn
Cover Ident —_—

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei 100% 99.15% 1473 NR 112985.1
Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 98.87% 1436 NR 116603.1
sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 98.87% 1488 NR 044729.2
Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RNA, partial sequence | Obesumbacterium proteus 100% 98.94% 1490 NR 025334.1
Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial sequence | Hafnia paralvei 100% 98.31% 1495 NR 116898.1
Serratia quinivorans strain 4364 16S ribosomal RNA, partial sequence Serratia quinivorans 100% 97.40% 1508 NR 037112.1
Serratia_quinivorans_strain  LMG 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.33% 1464 NR 114575.1
sequence

Serratia_proteamaculans _strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, partial | Serratia proteamaculans 100% 97.26% 1502 NR 025341.1
sequence

Serratia grimesii strain DSM 30063 16S ribosomal RNA, partial sequence | Serratia grimesii 100% 97.26% 1495 NR 025340.1
Serratia grimesii strain LMG 7883 16S ribosomal RNA, partial sequence Serratia grimesii 100% 97.19% 1461 NR 114576.1
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HMUFNPZA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HMUFNPZA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HMUFNPZA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HMUFNPZA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HMUFNPZA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HMUFNPZA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HMUFNPZA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HMUFNPZA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HMUFNPZA014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558519
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114576.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HMUFNPZA014

15.6. Analisis filogenético del aislamiento M13

MR 044729 2 Hafnia alvei ATCC 13337 165 ribosomal RMA partial sequence
a0

52 |' NR 112985 1 Hafnia alvei strain JCM 1666 165 ribosomal RMA partial sequence

48
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100

MR 116603 1 Obesumbacterium proteus strain MCIMB 8771 165 ribosomal RNA partial sequence

— - NR 025334 1 Obesumbacterium proteus strain 42 165 ribosomal RMNA partial sequence

- NR 116898.1 Hafnia paralvei strain ATCC 29927 165 ribosomal RNA partial sequence

NR 025340.1 Serratia grimesii strain DSM 30063 165 ribosomal RNA partial sequence
38

NR 114576.1 Serratia grimesii strain LMG 7883 165 ribosomal RMA partial sequence

100
— NR 025341.1 Serratia proteamaculans strain DSM 4543 165 ribosomal RMNA partial sequence

43 | | NR 037112.1 Serratia quinivorans strain 4364 165 ribosomal RMA partial sequence

g
MR 114575.1 Serratia quinivorans strain LMG 7887 165 ribosomal RMNA partial sequence
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16. Secuencia del aislamiento M15

16.1. Forward_M15

TATGGCGGCAGCTACACATGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAG
CGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGG
TAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGAT
GTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGG
TCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCT
TCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGT
TACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAG
CGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCC
CGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATT
CCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCLCCCCTG
GACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCTGTAAACGATGTCGACCTGGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGC
GTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACAT
CCAGAGAATTTGCTAGAGATGCTTTAGTGCCTTCGGGACT

16.2. Secuencia Reverse M15

CGGGTTGTAAAGTACTTTAAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCACAGTGATTGACGTT
ACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCCAGC
GTTTATTGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCC
GAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTC
CAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGG
ACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGT
TAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGLCCCGC
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCC
AGAGAATTTAGCAGAGATAGCTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTC
GTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGC
CAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATG
ACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAG
AAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAA
CTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAAC
CTTCGGGAGGGCG
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16.3. Consenso_M15

TCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGG
TGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGT
AGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCAC
GCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACC
TAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGA
GACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGG
CGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAA
AGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGT
TACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGG
AGGGTGCAAGCGTTaATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTG
ATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTG
GTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATG
CGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACT
GACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGT
CCACGCTGTAAACGATGTCGACCTGGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTC
CGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAA
CTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
GATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTGCTAGAGA
TGCTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCT
CGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTG
TTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGA
GGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACC
TCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTC
GGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGC
TTAACCTTCGGGAGGGCG
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16.4. Electroferograma del aislamiento M15

El aislamiento codificado como M15 fue analizado a través de secuenciamiento
Sanger mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefiales fluorescentes
en la secuencia de bases correspondientes.

File: M15_27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:4803 A:7895 C:9132 T:7912
Sample: M15_27F Lane: i1 Base spacing: 15.526203 1370 bases in 16402 scans Page 1 of 2

-

10 20 30 40 50 60 70 0 90 100 110 120
TA T66 GGV G CTAMCATGC AGTC GAGCGGTAGCACLAGAGAGCTTGCT CTCTG GGTG ACGAGCGGOGE ACGGGTG AGTAATGTCT GGG AMACTGCCTG ATGGAGGGGG AT AACTACTGG A

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
CTAGCTGGT CTGAGAGGATGAC CAGCCACACTGGAACT GAGACACGGTCCAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGAATATT GCACAAT GEGCGCAAGCCTG ATGCAGCCATGCCGCGTGT ATG

VAR A A A AN A A AAAAAA A A A A ASAAA i A AAAAA VAR A A AV

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
AAGAAGGCCTTCGGGTTGT AAAGTACTTT CAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGT GCCAGCAGCCGCGETAATA

macrogen
File: M15_1492R.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:3184 A:5089 C:8986 T:7387
Sample: M15_1492R Lane: 9 Base spacing: 15.777024 1331 bases in 16153 scans Page I of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
cm CIG ATCCAAA GTG GT A GCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTT TTGC #CCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGT GT ACAAGGCCUGGGAACGT ATTCACCGTAGCATTCT

O e R L O L )

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATAT GCCATT GT AG

510 520 530 540 550 560 570 350 390 600 610 620
AMAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATT AAACCACATGOT CCACCGCTT GTGCGGGCCCC COTCAATT CATT TGAGTTTTAACCTT GCGGC CGT ACTCCCCAGGCGGTCGACT T AACGCGTT AGCTCC
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16.5. Analisis bioinformatico del aislamiento M15

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,
mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Descripcién Nombre cientifico Query Per. Acc.len Accesion
Cover Ident —_—

Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RNA, partial sequence | Obesumbacterium proteus | 100% 99.57% 1490 NR 025334.1
Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei 100% 99.57% 1473 NR 112985.1
Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus | 100% 99.29% 1436 NR 116603.1
sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 99.29% 1488 NR 044729.2
Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial sequence | Hafnia paralvei 100% 98.79% 1495 NR 116898.1
Serratia quinivorans strain 4364 16S ribosomal RNA, partial sequence Serratia quinivorans 100% 97.86% 1508 NR 037112.1
Serratia_quinivorans _strain LMG 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.80% 1464 NR 114575.1
sequence

Serratia_proteamaculans _strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, partial | Serratia proteamaculans 100% 97.72% 1502 NR 025341.1
sequence

Serratia grimesii strain DSM 30063 16S ribosomal RNA, partial sequence | Serratia grimesii 100% 97.72% 1495 NR 025340.1
Serratia grimesii strain LMG 7883 16S ribosomal RNA, partial sequence Serratia grimesii 100% 97.65% 1461 NR 114576.1
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HMZ0HF5C016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HMZ0HF5C016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HMZ0HF5C016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HMZ0HF5C016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HMZ0HF5C016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HMZ0HF5C016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HMZ0HF5C016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HMZ0HF5C016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HMZ0HF5C016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558519
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114576.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HMZ0HF5C016

16.6.

Analisis filogenético del aislamiento M15

MR 044729 2 Hafnia alvei ATCC 13337 165 ribosomal RNA partial sequence
a1

44| ' NR 112985.1 Hafnia alvei strain JCM 1666 165 ribosomal RMNA partial sequence

48_- NR 025334.1 Obesumbacterium proteus strain 42 165 ribosomal RNA partial sequence

100

MR 116603.1 Obesumbacterium proteus strain MCIMB 8771 165 ribosomal RNA partial sequence

s

- NR 11688981 Hafnia paralvei strain ATCC 29927 165 ribosomal RNA partial sequence

NR 0253401 Serratia grimesii strain DSM 30063 165 ribosomal RNA partial sequence
56

MR 114576 1 Serratia grimesii strain LMG 7883 165 ribosomal RNA partial sequence

100
— MR 025341 1 Serratia proteamaculans strain DSM 4543 165 ribosomal RNA partial sequence

43 MR 037112.1 Serratia quinivorans strain 4364 165 ribosomal RNA partial sequence

o8
NR 1145751 Serratia quinivorans strain LMG 7887 165 ribosomal RNA partial sequence

121



17. Secuencia del aislamiento M16

17.1. Forward_M16

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTA
ATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATGAC
GTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAG
CTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTT
CAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAAC
TGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTC
AGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGT
CGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGG
GGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTGCTAGAG
ATGCTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGGGTTGTG
AAATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCT

17.2. Reverse_M16

CTGATGCAGCCCTGCCGCGTGTATGAAGAAGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGG
AAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCG
TGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCA
CGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACT
GGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATC
TGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCG
TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTT
GTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCG
CAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTC
GATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGCAGAGATAGTTTAGTGC
CTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGA
GACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTA
GGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCT
CATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGT
AATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA
TGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCT
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17.3. Consenso_M16

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAA
ACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGC
CTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGC
TCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT
TGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATT
GACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGC
GGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGA
AACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAA
AGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGG
CTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGCA
GAGATAGTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTC
AGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATC
CTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAAC
CGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCG
GACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGA
AGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGG
TAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCT
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17.4. Electroferograma del aislamiento M16

El aislamiento codificado como M16 fue analizado a través de secuenciamiento
Sanger mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefiales fluorescentes

en la secuencia de bases correspondientes.

macrogen
File: M16_27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:3666 A:6061 C.6588 T:5807
Sample: M16_27F Lane: 7 Base spacing: 15.685378 1317 bases in 15806 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 30 60 0 &0 90 100 110 120
T @AGTE@ COGCL G CTACCATG C AGTC GAGCGGTAGCACAAG AGAGCTTGC TCTCTGGGTG CGAGCGGCGG ACGGGTG MG TAN GT CT GGG M ACTGCCTGATGG AMGGGGGAT ANCTACTGG

\

260 270 280 290 300 310 320 330 240 350 360 370
CTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTEGGAACT GAGACACGGTCCAGACT CCT ACGGGAGGCAGCAGT GGG AATATT GCACAATGGGCGCAAGCCTGAT GCAGCCATGCCGCGTGT AT

WAANAARA A A A A e AR A WA A AR A AN A A A AN

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
GAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGT ACT TT CAGCGAGGAGGANGGCATTGTGGTTANT AACCGCAGTGATTGACGTTACT CGCAGAAGAAGCACCGGCTAACT CCGTGCCAGCAGCCGCGGT AAT

File: M16_1492R.ab1 Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:2574 A:3721 C:5948 T:5596
Sample: M16_1492R Lane: 5 Base spacing: 15.827961 1325 bases in 15984 scans Page I of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
cea GG ATCCAAGTG GT A GCGCCCTCCCGAAGGT TAAGETACCTACTTCTTT TGC ACCCACTCCCATGGTAT GAC GGGCGGTGTGTACAAGGCCCG GG AACGTATT CACCGTAGCATTCT

RO LM WA W o A MM o A p

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GATCTACGAT TACTAGCGAT TCCGACTT CATGGAGT CGAGT TGLAGACTCCAATCCGGACTACGACAT ACTTTAT GAGGTCCGC TTGCTCTCGCGAGTTCGCTTCTCTTT GTATAT GCCATT GTAG

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
CACGTGTGT AGCCCTACTCGT AAGGGCCATGAT GACTT GACGT CATCCCCACCTT CCTCCGGTTTATCACCGGCAGT CTCCTTTGAGTTCCCACCATT ACGTGCTGGCAACAAAGGATAAGGGT TG

VA A AAN AN A AVAAA A A AR A AR AMAANAAAA A M AR e AV A

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 450 500
CGCTCGTTGC GGGACTTAACCCAACATT TCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACTAAACTATCTCTGCTAAMTTCTCTGGATGT CAAGAGT AGGT A

A AN A A A A A A A B AR A A

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
AGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATT AMACCACATGCTCCACCGCTT GTGCGGGC CCC COTCAATTCATTTGAGTTTT AACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCG

AR A A AN AN AN AN AR WA AN W WA A WA
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17.5. Analisis bioinformatico del aislamiento M16

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se comparé con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBI,
mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Descripcién Nombre cientifico Query Per. Acc. Accesion
Cover Ident Len

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei 100% 99.57% 1473 NR 112985.1
Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA, | Obesumbacterium proteus 100% 99.29% 1436 NR 116603.1
partial sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 99.29% 1488 NR 044729.2
Obesumbacterium proteus strain_42 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 99.36% 1490 NR 025334.1
sequence

Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial | Hafnia paralvei 100% 98.72% 1495 NR 116898.1
sequence

Serratia quinivorans strain 4364 16S ribosomal RNA, partial sequence | Serratia quinivorans 100% 97.81% 1508 NR 037112.1
Serratia_quinivorans_strain LMG_ 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.74% 1464 NR 114575.1
sequence

Serratia proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, partial | Serratia proteamaculans 100% 97.66% 1502 NR 025341.1
sequence

Serratia_grimesii_strain_ DSM 30063 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.66% 1495 NR 025340.1
sequence

Serratia_grimesii_strain NBRC 13537 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.45% 1468 NR 113616.1
sequence
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HN22NBCV014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HN22NBCV014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HN22NBCV014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HN22NBCV014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HN22NBCV014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HN22NBCV014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HN22NBCV014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HN22NBCV014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HN22NBCV014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252418
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252418
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113616.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HN22NBCV014

17.6. Analisis filogenético del aislamiento M16

MR 044729 2 Hafnia alvei ATCC 13337 165 nbosomal RNA partial sequence
a0

so || NR 112985.1 Hafnia alvei strain JCM 1666 165 nbosomal RNA partial sequence

4 |L{ws

100

NR 1166803.1 Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 1685 ribosomal RNA partial sequence

- NR 025334.1 Obesumbacterium proteus strain 42 165 ribosomal RNA partial sequence

— NR 116898.1 Hafnia paralvei strain ATCC 29927 165 ribosomal RNA partial sequence

NR 113616.1 Serratia grimesii strain NBRC 13537 185 ribosomal RMNA partial sequence

NR 0371121 Serratia quinivorans strain 4364 165 ribosomal RNA partial sequence

g
100
MR 114575.1 Serratia quinivorans strain LMG 7887 165 ribosomal RNA partial sequence
69
MR 025340.1 Serratia grimesii strain DSM 30063 165 ribosomal RNA partial sequence
58

MR 025341.1 Serratia proteamaculans strain DSM 4543 165 ribosomal RNA partial sequence
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18. Secuencia del aislamiento M17

18.1. Forward_M17

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTA
ATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATGAC
GTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAG
CTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTT
CAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAAC
TGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTC
AGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGT
CGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGG
GGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTGCTAGAG
ATGCTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGA
AATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCTTATCCTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAA
CTCAAGGAGACTGCCGTGATAACC

18.2. Reverse_M17

CACAATGGGCGCAAGCTTGATGCAGCCCTGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTTCGGGTTGTAAA
GTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAG
AAGCACCGGCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTTATCGGAAT
TACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTT
GGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTG
ACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAA
CGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTA
GCAGAGATAGTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAA
TGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC
ATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTC
GCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCA
TGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA
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CACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGG
GCGCTACCAC

18.3. Consenso_M17

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAA
ACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGC
CTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGC
TCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTTCGGG
TTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGAT
TGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGG
CGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTG
AAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGAC
AAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGT
GGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTAG
CAGAGATAGTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTC
GTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTA
TCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAA
ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGC
TACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGC
GGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATG
AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAG
GTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTACCAC
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18.4. Electroferograma del aislamiento M17

El aislamiento codificado como M17 fue analizado a través de secuenciamiento
Sanger mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefiales fluorescentes
en la secuencia de bases correspondientes.

macrogen
File: M17_27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:2044 A:2623 C:3069 T:2549
Sample: M17_27F Lane: 3 Base spacing: 15.828155 1283 bases in 15482 scans Page I of 2

10 20 30 40 30 60 70 80 90 100 110 120
G GOUTIGG C GOV G CTAMUATG C AGTCGAGEGGTAGCACAAG AGAGCTTGCTCTCTGGGTG ALGAGCGGCGGACGGGTG AGTAAT GTCT GGG A4 ACT GCCTG ATGGAGGGGG AT AACTACTGG

IAWAA WA

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
CTAGCTGGT CT GAGAGGAT GACCAGCCACACTGGANCTGAGACACGGTC CAGACT CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGANT ATT GCACAAT GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGT AT

410

4 420
GAAGAAGGCCTTCGGOTTGT AAAGT ACTTTCAGCGAGGAGGANGGCATTGTGGTTAAT AACCGCAGTGATTGACGT TACTCGCAGAAGANGCACCGGCTAACT CCGTGCCAGCAGCCGCGOT AAT

VAWM A AAAAAARA A W s A AR A A A A AN A AN MMM A AMAN A

5 310 520 530 540 550 560 370 580 590 600 610 620
ACGGAGGGT GCAAGCGTTAAT CGGAATTACTGGGCGT AAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTT AACT TGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGT

macrogen
File: MI7_1492R ab1 Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:3808 A:5413 C:9827 T: 7446
Sample: MI7_1492R Lane: 1 Base spacing: 16.020327 1293 bases in 15513 scans Fage 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
T UG ATOL AAGTG GT A GCGCCCTCCCG AAGETTAAGCTACCTACTTCTT TTGC MCCCACT CCCATGGT GTGAC GGGCGAT GT GTACAAGGCCCGEGAACGT ATTCACCGTAGCATTC

e A )'\J‘.‘"drw\ ;'A‘]\M‘l

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GATCTACGATTACT AGCGATTCCGACTTCATGGAGTC GAGTTGCAGACTCCAATCCAGGACTACGACATACTTTAT GAGGTCCECTTGCTCTCGCGAGTTCGCT TCTCTTT GTAT AT GCCATT GT A

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
GCACGT GTGTAGCCCTACTCGT AMGGGCCATGATGACT TGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGT TCCCACCATT AC GT GCT GGCAACAAAGGAT AAGGGTT

AL o AP A A AR AR AN AN A A AN A

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
GCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTT CACAACACGAGCT GACGACAGC CATGCAGCACCTGTCTCAGAGTT CCCGAAGGCACTAAACTATCTCTGCTAAATTCT CTGGATGTCAAGAGTAGG

PN AR A A AR A A AN A WA AN A A A A A A A Wy

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
TAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACAT GCT CCACCGCTT GTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTT AAMCGCGTTAGCTC
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18.5. Analisis bioinformatico del aislamiento M17

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,
mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Descripcién Nombre cientifico Query Per. Acc. Accesion
Cover Ident Len

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei 100% 99.51% 1473 NR 112985.1
Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA, | Obesumbacterium proteus 100% 99.22% 1436 NR 116603.1
partial sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 99.22% 1488 NR 044729.2
Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 99.29% 1490 NR 025334.1
sequence

Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial | Hafnia paralvei 100% 98.66% 1495 NR 116898.1
sequence

Serratia quinivorans strain 4364 16S ribosomal RNA, partial sequence | Serratia quinivorans 100% 97.74% 1508 NR 037112.1
Serratia_quinivorans_strain LMG 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.68% 1464 NR 114575.1
sequence

Serratia proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, partial | Serratia proteamaculans 100% 97.60% 1502 NR 025341.1
sequence

Serratia_grimesii_strain_ DSM 30063 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.60% 1495 NR 025340.1
sequence

Serratia _grimesii_strain LMG 7883 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.54% 1461 NR 114576.1
sequence
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HN1CPF1A016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HN1CPF1A016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HN1CPF1A016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HN1CPF1A016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HN1CPF1A016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HN1CPF1A016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HN1CPF1A016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HN1CPF1A016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HN1CPF1A016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558519
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558519
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114576.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HN1CPF1A016

18.6. Analisis filogenético del aislamiento M17

MR 044729 2 Hafnia alvei ATCC 13337 165 ribosomal RNA partial sequence
81

ag [' NR 112985.1 Hafnia alvei strain JCM 1666 165 ribosomal RNA partial sequence

3 \Uma7

100
MR 116603.1 Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 165 ribosomal RNA partial sequence

= NWR 0253341 Obesumbacterium proteus strain 42 165 ribosomal RNA partial sequence

- NR 116898.1 Hafnia paralvei strain ATCC 29927 165 ribosomal RMA partial sequence

MR 0253401 Serratia grimesii strain DSM 30063 165 ribosomal RNA partial sequence
57

NR 114576.1 Serratia grimesii strain LMG 7883 165 ribosomal RNA partial sequence

100
MR 025341.1 Serratia proteamaculans strain DSM 4543 165 ribosomal RNA partial sequence

43 [ | NR 0371121 Serratia quinivorans strain 4364 165 ribosomal RMA partial sequence

o8
MR 1145751 Serratia quinivorans strain LMG 7887 165 ribosomal RMA partial sequence
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19. Secuencia del aislamiento M18

19.1. Forward_M18

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTA
ATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATGAC
GTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAG
CTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTT
CAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAAC
TGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTC
AGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGT
CGACCTGGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCT
GGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAG
CATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTGCTAG
AGATGCTTTAGTGCCTTCGGGACTCTGAGACAGTGCTGCATGGGTGTCGTCAGCTCGGGTTGTG
AAAAGGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCTTATTCTTTGTT

19.2. Reverse_M18

GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCCTGCCGCGTGTATGAAGAAGCCTTTCGGGTTGTAAA
GTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAG
AAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTTATTGGAAT
TACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTT
GGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGC
GGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTG
ACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAA
CGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTA
GCAGAGATAGTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAA
TGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTC
ATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTC
GCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCA
TGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTA
CACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGG
GCGCTACCAC
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19.3. Consenso_M18

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAA
ACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGC
CTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGC
TCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT
TGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATT
GACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGC
GGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGA
AACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAA
AGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTG
GCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT
TAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTT
AATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGCA
GAGATAGTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTC
AGCTCGTGTTGTGAAATGGTTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAT
CCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGC
GGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATG
AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAG
GTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTACCAC
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19.4. Electroferograma del aislamiento M18

El aislamiento codificado como M18 fue analizado a través de secuenciamiento
Sanger mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefiales fluorescentes

en la secuencia de bases correspondientes.

"
macrogen
File: M18 2F7F.abi Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:4672 A:7145 C:8473 T:6966
Sample: M18_27F Lane: 16 Base spacing: 15.699262 1387 bases in 16709 scans Page [ of 2

10 20 30 40 50 0 70 30 90 100 110 120
GGOATMC GOV G CTAQOATG C AGTCGAGCGGT AGCACAAG AGAGCTTGCTCTCTGGGTGACE MGCGGCGG ACGGETG AGTAATGTCT GGG AMAMCT GCCTG ATGGAGGGGG AT AMCT ACTG G

LA WA AN A AM A A

250 260 270 280 260 300 310 320 330 340 350 360 370
TCTAGCTGGTCTGAGAGGAT GACCAGUCACACT GG AACTGAGACACGGT CCAGACT COCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATT GCACAAT GGG GCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGT GTATG

WA W AN AP AR A AN A AR AR A A A v P A WA AR A VAW

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 450 450
AAGAAGGCCTTCGGGTTGT AAAGTACT TTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGT TAAT AACCGCAGTGATTGACGTTACT CGCAGAAGAAGCACCGGCT AACTCCGTGC CAGCAGCCGCGGT AATA

AVAAWAWVAN WA AV A VA MR A A

5 510 20 530 340 3 360 570 580 590 600 610 620
CGGAGGGTGC ANAGCGTTAATCGGAATTACT GGG CGT AAAGCGCACGCAGGCGGT TGATT AAGT CAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGT CAGCTAG AGTC

macrogen
File: M18_1492R.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:4997 A:6939 C:12357 T:9672
Sample: M18_1492R Lane: 14 Base spacing: 15.660255 1386 bases in 17297 scans Page I of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
CA CIré ATCCAAGTG GT AGC GCCCTCCCGAAGGTT AAGCTACCTACTTCTTTTGC ACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGG AACGT ATT CACCGT AGCATT CT

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GATCTACGAT TACT AGCGATTCCGACT TCATGGAGTCG AGTTGCAGACTCCAAT CCGGACTACGACAT ACT TTAT GAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATATGCCATTGT A

AP AN AR AN A A WA AR i VA A A A AW AN WAV ARV AR

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
GCACGTGTGTAGC CCTACTCGT AAGGGCCATG AT GACT TGACGT CATCCCCACCTTCCT CCGGTTTAT CACCGGCAGTCTCCTT TGAGT TCCCACCAT TACGT GCT GGCAACAAAGGAT ALGGGT

AN AR AN AN A AN A e A AN AR A AN A A eV A oA

30 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
TGCGCT CGTTGCGGGACTTAACCCAACATTT CACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGT CTCAGAGTT CCCGAAGGCACT AAACTATCTCTGCTAAATTCTCTGGATGTCAAGAGT A

A AN VAR A MY A A A A AR A AN A A A AN AN VA Y

500 510 524 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
GGTAAGGTTCTTCGCGTTGCAT CGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTT GTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTT GAGTTTTAACCTTGCGGCCGT ACT CCCCAGGCGGTCGACTT AACGCGTTAGC

A LafananaAaadaaant Aant AasnnaafafhaAnazAAARA AafnnnanAAARAAAAARARN . AAAAAAAAAAAARRAANAAAASAAAAAAA A AAAAA AR RAARRA AA AT
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19.5. Analisis bioinformatico del aislamiento M18

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,
mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Descripcién Nombre cientifico Query Per. Acc. Len Accesion
Cover Ident

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei 100% 99.37% 1473 NR 112985.1
Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA, | Obesumbacterium proteus 100% 99.08% 1436 NR 116603.1
partial sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 99.08% 1488 NR 044729.2
Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 99.15% 1490 NR 025334.1
sequence

Hafnia paralvei strain  ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial | Hafnia paralvei 100% 98.52% 1495 NR 116898.1
sequence

Serratia quinivorans strain 4364 16S ribosomal RNA, partial sequence Serratia quinivorans 100% 97.61% 1508 NR 037112.1
Serratia_quinivorans_strain LMG 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia guinivorans 100% 97.54% 1464 NR 114575.1
sequence

Serratia proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, partial | Serratia proteamaculans 100% 97.47% 1502 NR 025341.1
sequence

Serratia _grimesii_strain_ DSM 30063 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.47% 1495 NR 025340.1
sequence

Serratia grimesii strain LMG 7883 16S ribosomal RNA, partial sequence | Serratia grimesii 100% 97.40% 1461 NR 114576.1
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HN17G2U6016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HN17G2U6016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HN17G2U6016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HN17G2U6016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HN17G2U6016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HN17G2U6016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HN17G2U6016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HN17G2U6016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HN17G2U6016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558519
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114576.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HN17G2U6016

19.6. Analisis filogenético del aislamiento M18

MR 044729 2 Hafnia alvei ATCC 13337 185 nbosomal RNA partial sequence
g4

so |' NR 112985.1 Hafnia alvei strain JCM 1666 165 ribosomal RNA partial sequence

7|1

100

MR 116603 1 Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA partial sequence

= MR 0253341 Obesumbacterium proteus strain 42 185 ribosomal RNA partial sequence

- NR 116898.1 Hafnia paralvei strain ATCC 29927 165 ribosomal RNA partial sequence

MR 025340.1 Serratia grimesii strain DSM 30063 165 ribosomal RNA partial sequence
57

MR 114576 1 Serratia grimesii strain LMG 7883 165 ribosomal RMA partial sequence

100
— MR 0253411 Serratia proteamaculans strain DSM 4543 165 ribosomal RNA partial sequence

44 NR 0371121 Serratia quinivorans strain 4364 165 ribosomal RNA partial sequence

a8
MR 1145751 Serratia quinivorans strain LMG 7887 165 ribosomal RMA partial sequence

136



20. Secuencia del aislamiento M19

20.1. Forward_M19

TTGCTGCTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGG
GGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTC
GGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTA
GGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGC
CGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGACAGGGTT
AATAACCCTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTG
TCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAG
TCTTGTAGAGGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATAC
CGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACCTGGGAGGTTGTGCCCTTGA
GGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAA
AACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACG
CGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAA
CTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCACCCTTATCCTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAGGAGACTGCC

20.2. Reverse_M19

CAAGCCTGATGCAGCCCTGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCG
GGGAGGAAGGCGACAGGGTTAATAACCCTGTTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGC
TAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT
AAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGGCTCAACCTGGGAACTG
CATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAG
GTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCG
ACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAG
ATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTG
AAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGG
GAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGG
CCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGA
GCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGT
CGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC
CGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAG
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20.3. Consenso_M19

TTGCTGCTTCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCC
TGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAA
GACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGA
TTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCT
GAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCG
CGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGC
GACAGGGTTAATAACCCTGTTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCT
AACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAAT
TACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCC
GGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAG
GGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATA
CCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGC
GTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTC
GACTTGGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGT
CGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGG
GGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACC
TTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGG
AACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCC
GGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATA
CAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGT
CCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTG
GATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA
CACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAG
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20.4. Electroferograma del aislamiento M19

El aislamiento codificado como M19 fue analizado a través de secuenciamiento
Sanger mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefiales fluorescentes

en la secuencia de bases correspondientes.

macrogen
File: M19_27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:3912 A:6061 C:7492 T:5470
Sample: M19_27F Lane: 12 Base spacing: 15.55131 1405 bases in 16897 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
COGOEEC GOV G CTAMMTG CAAGF COTACCGERACA GEDGT CAGE T T GCTGCTTCGCTG ACGAG TGGLGGACGGGTG AGT AAT GT CTG GG AAACT GCCTG AT GG AGGGGGE AT AACT ACTG

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
GAAACGGT AGCTAATACCGCATAACGT CGCAAG ACCAAAG AGGGGGACCT TCGGGCCTCTTGCOCATCGG ATGTGCCCAGAT GGG ATTAGCTAGT AGGT GGGGT AACGGCTCACCTAGGCGACGAT

B SN

o AN o AL A U A MO A AN S A
270 280

260 290 300 310 320 330 340 350 360 370
CCCTAGCTGGTCTGAG AGGAT GACCAGCCACACTGG AACTGAGACACGETCOAGACT COTACGGG AGGCAGEAGTGGGGAATATTGUACAAT GGGCGUAAGECT GATGUAGCCATGC CGCGTGT

510 520 530 340 550 360 570 580 590 600 610 620
ATACGGAGGETGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT AAAGCGCACGCAGGCGGTCTGT CAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCT AGAGT

macrogen
File: M19_1492R.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:4553 A:5863 C.10634 T:8366
Sample: Mi19_1492R Lane: 10 Base spacing: 15.587295 1456 bases in 17389 scans Page 1 of 2

10 0 30 Al 0 60 70 80 20 100 110 120 130
LOGD CVIGGAVTAGACAG TG CTATGOCTC COTAGICGAG/ GETAAC CEATGT ACT I CT TTT GC ACCCACT CCCATGGTGTGAC GG GCGGET GT GT ACAAGGLLCGGGANC GT AT TCACCGTGGCATT €

140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
TGATCCACGAT TACTAGUGATTCCGACT TCATGGAGT CGAGTT GEAGAC T CCAATCCGGACTACGACGCACT TTAT GAGGTCCGCTTGCTCTCGU GAGGT CGCTTCTCTTT GT AT GC GCCAT T GT

260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380
WGCACGT GT GT AGCCCTACTCGTAAGGGCCATGAT GACTT GACGT CATCCCCACCT TCCTCCAGTTT AT CACTGGCAGT CTCCTT TGAGI T CCCGGCCT AACC GCT GGCAACAAAGG AT AAGGGTT

A A AR AARA A A A AN AARAA AR A0 AN AN AR AN A0 WA

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510
GCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATT TCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAMAGCATCT CTGCTAAGTTCTCTGGATGTCAAGAGT AGG

A A A A AN A AN A A AR A AN A S A

510 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630
TAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCT CCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCT
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20.5. Analisis bioinformatico del aislamiento M19

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,

mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Query

Descripcion Nombre cientifico -_— Acc. Len Accesion
Cover Ident

Enterobacter _hormaechei subsp. xiangfangensis strain _10-17 16S | Enterobacter hormaechei | 100% 99.34% 1429 NR 126208.1

ribosomal RNA, partial sequence subsp. xiangfangensis

Enterobacter gquasihormaechei strain. WCHEs120003 16S ribosomal | Enterobacter quasihormaechei 100% 99.34% 1538 NR 180451.1

RNA, partial sequence

Enterobacter cloacae strain ATCC 13047 16S ribosomal RNA, partial | Enterobacter cloacae 100% 98.97% 1369 NR 118568.1

sequence

Enterobacter bugandensis strain 247BMC 16S ribosomal RNA, partial | Enterobacter bugandensis 100% 98.82% 1444 NR 148649.1

sequence

Enterobacter chuandaensis strain 090028 16S ribosomal RNA, partial | Enterobacter chuandaensis 100% 98.67% 1528 NR 180237.1

sequence

Enterobacter cancerogenus strain LMG 2693 16S ribosomal RNA, partial | Enterobacter cancerogenus 100% 98.52% 1495 NR 044977.1

sequence

Pseudescherichia vulneris strain ATCC 33821 16S ribosomal RNA, | Pseudescherichia vulneris 99% 98.73% 1468 NR 041927.1

partial sequence

Enterobacter cancerogenus strain LMG 2693 16S ribosomal RNA, partial | Enterobacter cancerogenus 98% 98.80% 1387 NR 116756.1

sequence

Pseudescherichia vulneris strain NBRC 102420 16S ribosomal RNA, | Pseudescherichia vulneris 100% 98.37% 1465 NR 114080.1

partial sequence

Enterobacter asburiae strain JCM6051 16S ribosomal RNA, partial | Enterobacter asburiae 99% 98.59% 1422 NR 024640.1

sequence
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_699005339
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_699005339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1296536
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1296536
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_126208.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HN12VB86014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2363084407
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2363084407
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2529382
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_180451.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HN12VB86014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645321653
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645321653
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=550
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_118568.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HN12VB86014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1227086176
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1227086176
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=881260
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_148649.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HN12VB86014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2363083977
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2363083977
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=2497875
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_180237.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HN12VB86014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206385
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343206385
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=69218
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044977.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HN12VB86014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343198493
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343198493
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=566
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_041927.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HN12VB86014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560696
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560696
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=69218
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116756.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HN12VB86014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252882
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252882
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=566
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114080.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HN12VB86014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219856821
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219856821
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=61645
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_024640.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HN12VB86014

20.6. Analisis filogenético del aislamiento M19

NR 180451.1 Enterobacter quasihormaechei strain WCHEs120003 165 ribosomal RMNA partial sequence
70

go [ NR 126208 1 Enterobacter hormaechei subsp. xiangfangensis strain 10-17 16S ribosomal RNA partial sequence

S8 1LY m1g
—— NR 118568.1 Enterobacter cloacae strain ATCC 13047 165 ribosomal RNA partial sequence
MR 0419271 Pseudescherichia vulneris strain ATCC 33821 165 ribosomal RNA partial sequence
34 NR 180237 1 Enterobacter chuandaensis strain 090028 16S ribosomal RMNA partial sequence
38

MR 148649 1 Enterobacter bugandensis strain 247BMC 165 ribosomal RMA partial sequence

r MR 044977 1 Enterobacter cancerogenus strain LMG 2693 1635 ribosomal RMNA partial sequence

.- | NR 116756.1 Enterobacter canceragenus strain LMG 2693 165 ribosomal RNA partial sequence

48
27 MR 180236.1 Enterobacter huaxiensis strain 090008 165 ribosomal RNA partial sequence
43
—— NR 024640.1 Enterobacter asburiae strain JCM&051 165 ribosomal RMA partial sequence
—
0.0010
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21. Aislamiento M20

21.1. Forward_M20

GATGGCGCAGCTACACATGCAGTCGAGCGGTAACAGGAAGGAAGCTTGCTTTCTTTGCTGACGA
GCGGCGGAGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCATTGGAAACGAT
GCTAAACCGCAAGATGCCCACGGGCCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCGTCAAGATCT
GCCCAGGTGGGATTAGCTCGTTTGTGAGGTAATGGCTCATCAGGGCAACGATCCCTAGCTGGTC
TGAGAGGATGATGACCCACACTGGAACTGACACACGGTCCACACTCCCACGGGAGGCAGCCGT
GGGGAATATTGCACTGTGGGCGCAAGCCTGATGCACCCATGCCGCGTGTATCAAAAACGCCTTC
GGGTTGTAAAGTATTTTCTTTCGTGAGGAATGGGGTATCGTTAAAAGCGGTATTCTTTGACGTTTG
CGACAGAAAAATCACCGGCAAACTCCGTGCCAGCCCCCGCGGTGATACCGAGGGTGCGAGCGT
TAATCGGAATTACGGGGCGTAAAGCGCACGCGCGTGGTTTGTTAACTCATATGTGAAAGCCCGG
GGCTCAACCTCGGAGTTGCATTTGACACTGGTGCGCTAGAGTACTGTAGAGGGGGGGTAGAATT
TCGGGGTGGTGCAATTAAAATGTGTAGAGATGTAAAGAGAATACCGGGTGGAAAAGAGCCCCCC
CCCTGGACAGATACCGACTCTCATATGCGAGAGCGTGGGGAGCAAACGGGATTAGATCCCCTGG
TACTCCACGCTCTAGACGATCTCTACTTGGGATGTTGTGGCCTTGGAGCCGTGTCTCTTAGAGCT
AACGCTTTAAGTACACCGCCGGGAGAATACCGTCCCGAGGATTTACACTCACATGAATTGACGGG
CGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAGGTGGTTTTATTCGATGCACGCGATAACTTACCTACTCTAGA
CTACTACAGATCAGCTGAGACGCATGAGTGCCATACGGG

21.2. Reverse_MZ20

CATTGACACAAAGTGGCAGCGTCCTCCCGAAGGTTAAACTACACTGCTTCTTTTGCAGCCCACTC
CCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCCAC
GATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACGCACTT
TTTGGGATTCGCTCACTATCGCTAGCTCGCCGCCCTCTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAG
CCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAG
TCTCCCTGGAGTTCCCGACATTACTCGCTGGCAAACAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGA
CTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTTACAGTTCCCGA
AGGCACTCCCGCGTCTCCGCAGGATCCTGTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGC
ATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAATCTT
GCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAGCTCCGAAAGCCACGGCTCAAGGCCAC
AACCTCCAAGTAGACATCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCAC
GCTTTCGCATCTGAGTGTCAGTATCTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTTCAGAT
CTCTACGCATTTCACCGCTACACCTGAAATTCTACCCCCCTCTACAGTACTCTAGCCTGCCAGTTT
CAAATGCAACTCCCAGGTTGAGCTCCGGGCTTTCACATCTGACTTAACAAACCACCTGCATGCGC
TTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGATT
TAGCCGGTGCTTCTTCTGTCGCTAACGTCAAAGAATACCGCTATTAACGATACCGCCTTCCTCAC
GACTGAAAGTAC
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21.3. Consenso_MZ20

GGGAATTTTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCCTGCCGCGTGTTTGAA
GAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGTCGTGAGGAAGGCGGTATCGTTAA
TAGCGGTATTCTTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGCACCGGCTAAATCCGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAA
AGCGCATGCAGGTGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAAGCCCGGAGCTCAACCTG
GGAGTTGCATTTGAAACTGGCAGGCTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTC
AGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCG
GCCCCCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGC
CTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTAC
GGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA
GCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAC
AGGATCCTGCGGAGACGCGGGAGTGCCTTCGGGAACTGTAAGACAGGTGCTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGC
GCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTAATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTG
CCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTA
CGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAGAGGGCGGCGAGCTAG
CGATAGTGAGCGAATCCCAAAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAA
CTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTG
AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTG
CAAAAGAAGCAGTGTAGTTTAACCTTCGGGAGGACGCTGCCACT
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21.4. Electroferograma del aislamiento M20

El aislamiento codificado como M20 fue analizado a través de secuenciamiento
Sanger mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefiales fluorescentes

en la secuencia de bases correspondientes.

rnacrogen
File: M20_27F.ab1 Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:2509 A:4843 C:5629 T:5322
Sample: M20_27F Lane: 8 Base spacing: 15.63372 1235 bases in 16303 scans Page 1 of2

10 20 30 40 50 60 70 &0 90 100 110
GATGE GOV G CTAQCATGC A GTCGAGLGGT AMCAGGAAGGAAGET T GUTTTCTTT GOT GACGAGE GG GGA GGGTGAGT ANT GLOT GGGAATTGCCCT GAT GT GGGGGAT AMC CAT

MO@MMMMMAM@(\J&%” L MMY_'_;

230 240
lGG\\ CGAT G(.T\‘- \C(,GC\\G\lGLCC\CGGGCc\\\G\GGGGG CCllCGGGLClC[CGLG']C\ GUCIGCC‘C\GGIGGG\Il\GCICG[l‘lGIG\GGI ATGGCTCATCAGGGCA ACGA

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
TCCOTAGCTGGTCTGAGAGGATGAT GACCCACACTG GAAMCTG AL ACACGGTCCAC ACTCCCAC GGG AGGCAGEC GTGGGG AAT AT T GEACTGT GGGCGCAAGEC TGATGCACCCATGCCGCGTGT A

370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
TCAAAAACGCCTTCOEGTTGTAAAGTATTTTCTTTCGT GAGGAAT GGGGTATCGT TAAAAGCGGTATTCTT TGACGTTT GCGAC AGAAAAAT CACCGGCAAACTCCGTGCCAGCCCCCGCGAGTG

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610
ATACCGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACGGGGCGTAAAGCGCACGCGC GTGGTTTGTTAAC TCAT ATGT GAAAGCCCGGGGCTCAACCTC GG AGT TGCAT TTGAC ACTGGI GC GCT AGAGT

macrogen
File: M20_1492R.ab1 Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:2960 A:4165 C:7503 T:6513
Sample: M20_1492R Lane: 6 Base spacing: 15.670226 1382 bases in 16784 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
CA TG A CCMAGTGGC A GCGT CCTCCC GAAGGTITAAACTACCT GCTTCTTTTGCAGCCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTC

P 00 A A A A A WA A WA WA AR

130 140 150 160 170 150 190 200 210 220 230 240
TGATCCACGATTACTAGCGAT TCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACT CCAAT CCGG ACTACGACGCACTTTTTGGGATTCGCTCACTATCGCT AGCTCGCCGCCCTCTGTATGCGCCATTGT

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
AGCACGTGTGT AGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCGTCCCCACCTT CCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCCTGGAGTTCCCGACATTACTCGCTGGCAAACAAGGAT AAGGG

VAN WV W WAV Aﬂ”-MLNV\MthAMMW"'M“A A 'M‘MM’\F i N\'NW\A J\r’\ﬂWuM-N‘m"‘v’V\f\/V\ i f"“f\ NNWMI\ I MN\

AAVWAMANA WA AL AN VA WA AN A AP WA A A A AN e\ AW VA AN

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
AGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAATCTTGCGACCGTACTCCCCAGGCGGTCTACTTAACGCGTTAG
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21.5. Analisis bioinformatico del aislamiento M20

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,

mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Descripcion Nombre cientifico Query er. Acc. Accesion
Cover | Ident Len

Vibrio _metschnikovii_strain NBRC 103153 16S ribosomal RNA, | Vibrio metschnikovii 100% 99.10% | 1486 NR 114220.1

partial sequence

Vibrio _metschnikovii _strain _ Fowl 16S ribosomal RNA, partial | Vibrio metschnikovii 95% 99.15% | 1433 NR 029258.1

sequence

Vibrio injensis strain M12-1144 16S ribosomal RNA, partial | Vibrio injensis 100% 97.58% | 1428 NR 164874.1

sequence

Vibrio diazotrophicus strain NBRC 103148 16S ribosomal RNA, | Vibrio diazotrophicus 100% 97.30% | 1468 NR 114217.1

partial sequence

Vibrio _pacinii_strain LMG 19999 16S ribosomal RNA, partial | Vibrio pacinii 100% 97.12% | 1494 NR 025479.1

sequence

Vibrio aestuarianus strain NBRC 15629 16S ribosomal RNA, partial | Vibrio aestuarianus 100% 97.13% | 1472 NR 113780.1

sequence

Vibrio diazotrophicus strain_ NS 16S ribosomal RNA, partial | Vibrio diazotrophicus 99% 97.28% | 1456 NR 026123.1

sequence

Vibrio vulnificus strain 324 16S ribosomal RNA, partial sequence Vibrio vulnificus 100% 97.04% | 1536 NR 036888.1

Vibrio vulnificus NBRC 15645 = ATCC 27562 16S ribosomal RNA, | Vibrio vulnificus NBRC 15645 = ATCC | 100% 97.04% | 1468 NR 113792.1

partial sequence 27562

Vibrio furnissii strain 9119-82 16S ribosomal RNA, partial sequence | Vibrio furnissii 100% 96.95% | 1546 NR 037067.1
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631253022
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631253022
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114220.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HN0A5S9M016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_265678950
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_265678950
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28172
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_029258.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HN0A5S9M016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1779814799
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1779814799
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1307414
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_164874.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HN0A5S9M016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631253019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631253019
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=685
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114217.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HN0A5S9M016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878340
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878340
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=170674
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025479.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HN0A5S9M016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252582
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28171
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113780.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HN0A5S9M016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219846531
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219846531
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=685
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_026123.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HN0A5S9M016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975024
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=672
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_036888.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HN0A5S9M016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252594
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252594
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1219061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1219061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113792.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HN0A5S9M016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975203
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=29494
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037067.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HN0A5S9M016

21.6. Analisis filogenético del aislamiento M20

NR 113792.1 Vibrio vulnificus NBRC 15645 = ATCC 27562 165 ribosomal RNA partial sequence
100

MR 0368881 Vibrio vulnificus strain 324 165 ribosomal RMNA partial sequence
75

MR 114217 .1 Vibrio diazotrophicus strain NBERC 103148 165 ribosomal RMNA partial sequence

80

MR 026123.1 Vibrio diazotrophicus strain NS 165 ribosomal RMA partial sequence

44
| MR 037087 1 Vibrio furnissii strain 9119-82 165 ribosomal RNA partial sequence

—— NR 025479.1 Vibrio pacinii strain LMG 19999 165 ribosomal RNA partial sequence

— MR 113780.1 Vibrio aestuarianus strain NBRC 15629 165 ribosomal RMA partial sequence

MR 164874 1 Vibrio injensis strain M12-1144 185 ribosomal RMA partial sequence

96 M2

62  NR 1142201 Vibrio metschnikovii strain NBRC 103153 163 ribosomal RMA partial sequence

99
MR 0292581 Vibrio metschnikovil strain Fowl 165 ribosomal RNA partial sequence
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22. Secuencia del aislamiento M21

22.1. Forward_M21

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAGGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTA
ATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATGAC
GTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAG
CTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTT
CAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAAC
TGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTC
AGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGT
CGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGG
GGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTGCTAGAG
ATGCTTTAGTGCCTTCGGGACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAA
ATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTGCCGCACGTAATGGTGGGA
ACTCAAAGGAGACTGC

22.2. Reverse_M21

AAGCCTGATGCAGCCCTGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCG
AGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCT
AACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTA
AAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATT
TGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGT
AGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGC
GAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTT
GGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGT
ACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGCAGAGATAGCT
TAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTC
AAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTA
CGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGC
GGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATC
GCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
ACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTACCAC
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22.3. Consenso_M21

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAGGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAA
ACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGC
CTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGC
TCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTTCGGG
TTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGAT
TGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGG
CGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTG
AAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGAC
AAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGT
GGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGT
TTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTAG
CAGAGATAGCTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTC
GTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTT
ATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGG
CTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAG
CGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCAT
GAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCC
GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTA
GGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTACCAC
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22.4. Electroferograma del aislamiento M21

El aislamiento codificado como M21 fue analizado a través de secuenciamiento
Sanger mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefiales fluorescentes

en la secuencia de bases correspondientes.

macrogen
File: M21_27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:4578 A:6852 C:7984 T:6569
Sample: M21_27F Lane: 4 Base spacing: 15.636224 1387 bases in 16608 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
GAATECEGO G CTAGONTGC AGTCGAGCGGTAGCAA GGAGAGCT T GCTCTCTGGGTGACG AGCG GCGE ACGGG TG AGT AXT GT CT GGG A ACTGUCTG AT GGAGGG GG T AACTACTG G

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
TCTAGCTGGTCTGAGAGGAT GACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTC CT ACGGGAGGC AGCAGTGGGGANTATTGCACAAT GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGOGTGTAT

AR A A A A A A A A A A A AR AAAAA A A AN AR VA ARV

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
SAAGAAGGCCT TCGGGT TGTAAAGTACT T TCAGC GAGGAGG AMGGC AT TGTGGT TAAT AACCGCAGTGATTGACGT TACT CGCAGAAGAAGEACCGGCTAACT CCGTGCCAGCAGCCGOGGT AT

AN AP AP AP A o AN A A A AN VWA N MR

500 51 520 530 540 350 560 570 580 590 600 610 620
ACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT GGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAAT CCCCGAGCTTAACTT GGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTC

P MM A A AN A AWM A A A P A AN ANV

macrogen
File: M21_1492R.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:4823 A:6340 C:11126 T:8861
Sample: M21_1492R Lane: 2 Base spacing: 15851578 1348 bases in 16271 scans Page 1 of 2

10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100 110 120
G CTG ATCCA AGTGGT A GCGCCCTCCCGAAGGTTANGCTACCTACTTCTTTTGC MCCCACTCCCATGGTGTG AL GGGCGGTGTGTACAAGG CCCGGGAMGTATT CACCGT AGCATT C

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
GGTAAGGTTCTTCGUGT TGCAT CGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTT GTGCGGGLCCCOCGTCANTTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCOGT ACT CCCCAGGLGGTCGACTT AACGLGTT AGC

AW WA Y AN AN AW A AW A A W AN
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22.5. Analisis bioinformatico del aislamiento M21

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,

mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

sequence

Descripcion Nombre cientifico Query Per. Acc. Accesion
Cover Ident Len

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei 100% 99.37% 1473 NR 112985.1

Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA, | Obesumbacterium proteus 100% 99.08% 1436 NR 116603.1

partial sequence

Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 99.22% 1490 NR 025334.1

sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 99.08% 1488 NR 044729.2

Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial | Hafnia paralvei 100% 98.59% 1495 NR 116898.1

sequence

Serratia quinivorans strain 4364 16S ribosomal RNA, partial sequence | Serratia quinivorans 100% 97.82% 1508 NR 037112.1

Serratia_quinivorans strain LMG 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.75% 1464 NR 114575.1

sequence

Serratia proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, partial | Serratia proteamaculans 100% 97.68% 1502 NR 025341.1

sequence

Serratia_grimesii_strain DSM 30063 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.68% 1495 NR 025340.1

sequence

Serratia liquefaciens strain ATCC 27592 16S ribosomal RNA, partial | Serratia liguefaciens 100% 97.61% 1544 NR 122057.1
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HN0640DT016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HN0640DT016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HN0640DT016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HN0640DT016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HN0640DT016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HN0640DT016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HN0640DT016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HN0640DT016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HN0640DT016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_659365258
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_659365258
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=614
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_122057.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HN0640DT016

22.6. Analisis filogenético del aislamiento M21

HM489947.1 Hafnia sp. 3-12(2010) 165 ribosomal RNA gene partial sequence
41

s8 | KY940341.1 Hafnia alvel strain 12D5 165 ribosomal RNA gene partial sequence

E MKO87746.1 Hafnia alvei strain snnu 13 165 ribosomal RMNA gene partial sequence

89
— | — OR&73536.1 Hafnia alvei strain 140 165 ribosomal RNA gene partial sequence

— — HQ224657.1 Enterobacteriaceae bacterium SGb390 165 ribosomal RNA gene partial sequence

M21

KF379756.1 Hafnia alvei strain CIFTRT126 165 ribosomal RNA gene partial sequence

MWO037401 1 Bacterium strain AGE KM C59 165 ribosomal RMNA gene partial sequence

85 — OR553864.1 Obesumbacterium proteus strain ZK34 163 ribosomal RMNA gene partial sequence

MHE20746.1 Hafnia alvei strain FE20 165 ribosomal RNA gene partial sequence

61
MHE20744.1 Hafnia alvei strain FE11 165 ribosomal RNA gene partial sequence

—

0.00050
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23. Secuencia del aislamiento M22

23.1. Forward_M22

GGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATA
CCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCCATCGGATGTGCCCAG
ATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAG
GATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTG
TAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATGTGGTTAATAACCCTGTTGATTGACGTTACTCGCA
GAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATC
GGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCGGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTC
AACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTG
TAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAG
ACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTG
TAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTC
GACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACTTCCCGAGA
ATTTGCAGAGATGCTTT

23.2. Reverse_M22

CTCTGATCCAAGTGGTAAGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCAACCCACTCC
CATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTGGCATTCTGATCTACG
ATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACATACTTT
ATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATGTGCCATTGTAGCACGTGTGTAGC
CCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGT
CTCCTTTGAGTTCCCGGCCTTACCTGTTGGCAACAAAGGAAAAGGGTGGCCCTCTTTGCGGAATT
TAACCCAACATTTCAAAACACAAGTTAACAACGGCCTGGCACAACCGGTTTAAAATTTCCCAAAGG
CCCTAAGCAATTTTTCTAAAATTCTTTGAATTTCAGAATAAGGTAAGGTTTTCCCCTTTGCACCAAA
TTAAACCAAAGGTTCCACGGTTGGGGCGGGCCCCCTTCAATTCATTTAATTTTAAACCTGGCGGC
CTAATCCCCCAGGCGGCCAACTTAACCCTTTACTTCCGAAACCAACGCCCCAGGGGCACAACCC
CCAATTCAACTTCGTTAACGGCTGGAACAACCAGGGTATCTAACCCGGTTGGTTCCCCAGCCTTT
CGCACCTAGACCTTCATCTCTTGGTCCAGGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTTTTTCCCTCCGAA
ATCTCTAACCCATTTCACGCGTTCACACCTGGAAATTTCTACCCCCCTCTCTACAGAAATCTCTGC
CCTGGACCAGTTTCCAAAAGGCAGTTTCCCAAGGTTGAAGCCTCGGGGGAATTTCCACATCCTGA
ACTTGACTCAACCCGCCGGGCGTGGCGCTTTTACGCCCCAGTAAATTTCCCAAATTAAACGCTTG
GCACCCCTCCCGTAATTAACCGGCGGCCTGCTGGGGCACGGAAATTTAGCCCGGGTGCTTCCTC
CTGGCGGAGTAACGTCAAATCAACAGGGGGGTATTAAACCACCGAAGCCCTTCCCTTCCC
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23.3. Consenso_M22

GGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAAC
GGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCT
CTCGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTC
ACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAAC
TGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTG
TAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATGTGGTTAATAACCCTGTTGATTGA
CGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCG
GTCGGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACTTGGGAACTGCATTTGAA
ACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAA
GACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGC
TTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTA
AAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACTTCCCGAGAATTTGCAGA
GATGCTTT
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23.4. Electroferograma del aislamiento M22

El aislamiento codificado como M22 fue analizado a través de secuenciamiento
Sanger mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefiales fluorescentes

en la secuencia de bases correspondientes.

fy
macrogen
File: M22_27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:4170 A:6515 C:8078 T:6219
Sample: M22_27F Lane: 31 Base spacing: 15.698314 1401 bases in 16692 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
GGGATGCGC G GCTACLATGCAAGT CGAGCGGT AGCACGAEGC AGCT TGCTGTCICGGTG ACGAGTGGCGG CGGGTG \GTANTGT CT GGG A ACTGCCTGATGGAGGGGG T AANCT ACTGGANNCG

RN A A s N AR i AN A AR AR W A e s A

140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
GTAGCTAATACCGCATGACGTCT TCGGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTCGCCATCGGATGTGCCCAGATGGGAT TAGCTAGT AGGTGGGGT AATGGCT CACCTAGGCGACGATCTCTAGC

VLA A A AN M A A AN AN

260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380
TGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGT GGGGANTATT GCAC AT GGGCGCANGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAG AN

AW WA AN A A W A AN AN AN A A A A A

390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
SGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATGTGGTTAATAACCCTGTTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAANGCACCGGCTAACT CCGTGCCAGCAGCCGCGGT AATACGGAG

A A A AP I AR AN A A A AN AN AMARA A

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630
GGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT ANAGCGCACGCAGGCGGTCGGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACTT GGG AACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAG

macrogen
File: M22_1492R.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:3103 A:4550 C:7860 T:6232
Sample: M22_1492R Lane: 29 Base spacing: 15 667108 1612 bases in 21327 scans Page 10of2

10 20 30 40 30 60 70 80 50 100 110
(4 CTG ATCCAAGTG GT AAGCGCCCTCCCGAAGGTT ALGCTACCTACTT CTTTTGCAACCCACTCCCATGG TGTGACGGG CGGTGT GT ACAAGGCCCGGG AACGT ATTCACCGTGGCAT

D AP AN P A

120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
TCTGATCTACGATTACTAGCGAT TCCGACTTCATGG AGTCGAGT TGCAGACTCCAAT CCGGACTACGACATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGT CGCT TCTCTTTGT AT

A A A ANV A AR AN A A AR A WARAN AR A A A

240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
G GCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACT CGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCAT CCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGLAGTCTCCTT TGAGTTCCCGGCCTT ACCTGT

360 370 380 390 400 410 420 0 40 450 46
TGGCAACAAAGGAAAAGGGTGGCCCTCTTTGCGGAATTTAACCCAACATTTCAAAACACAAGTTAACAACGGCCTGGCACAACCGGTTTAAAATTTCCCAAAGGCCCTAAGCAA

AN A A AW AAARMAM WAAAAA W AN A AR AN A AN PARAAAA AR M

470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570
TTTTTCTAAAATTC TTTGAAT TTCAGAATAAGGTAAGGTT TTCCCCTTTGCAC CAAAT TAAACCAAAGGT TCCACGGT TGGG GCGGGCCCCCT TCAATT CATTTAATTTTA A




23.5. Analisis bioinformatico del aislamiento M22

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,
mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Descripcion Nombre cientifico Query | Per. Acc. Accesion
Cover | Ident Len

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial | Hafnia alvei 100% 98.14% | 1473 NR 112985.1

sequence

Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 98.13% | 1490 NR 025334.1

sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 97.81% | 1488 NR 044729.2

Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial | Hafnia paralvei 100% 97.59% | 1495 NR 116898.1

sequence

Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal | Obesumbacterium proteus 99% 98.22% | 1436 NR 116603.1

RNA, partial sequence

Scandinavium goeteborgense strain CCUG 66741 16S ribosomal | Scandinavium goeteborgense 100% 97.48% | 1542 NR 180446.1

RNA, complete sequence

Enterobacter hormaechei subsp. xiangfangensis strain 10-17 16S | Enterobacter _hormaechei  subsp. | 100% 97.26% | 1429 NR 126208.1

ribosomal RNA, partial sequence xiangfangensis

Pseudescherichia vulneris strain NBRC 102420 16S ribosomal | Pseudescherichia vulneris 100% 97.26% | 1465 NR 114080.1

RNA, partial sequence

Yersinia__enterocolitica subsp. palearctica _strain Y11 16S | Yersinia enterocolitica subsp. | 100% 97.26% | 1480 NR 104903.1

ribosomal RNA, partial sequence palearctica

Yersinia_enterocolitica subsp. palearctica strain DSM 13030 16S | Yersinia enterocolitica subsp. | 100% 97.26% | 1484 NR 116786.1

ribosomal RNA, partial sequence palearctica
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HMZZ857D016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HMZZ857D016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HMZZ857D016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HMZZ857D016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HMZZ857D016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2363084397
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_2363084397
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1851514
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_180446.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HMZZ857D016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_699005339
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_699005339
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1296536
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1296536
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_126208.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HMZZ857D016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252882
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252882
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=566
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114080.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HMZZ857D016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_559795310
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_559795310
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=150053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=150053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_104903.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HMZZ857D016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560726
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560726
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=150053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=150053
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116786.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HMZZ857D016

23.6. Analisis filogenético del aislamiento M22

JX162069.1 Enterobacteriaceae bacterium Apmd4a-d 165 ribosomal RNA genes partial sequence
36

77 | JX162078.1 Enterobacteriaceae bacterium MNafim3a-f 165 ribosomal RNA genes partial sequence

47| | PQB71504.1 Hafnia alvei strain St-Pi7-OP-115 16S ribosomal RNA gene partial sequence 165-23S rbosomal RNA

MF429205.1 Hafnia alvei strain CAU10525 165 ribosomal RNA gene partial sequence
23

0OR263139.1 Hafnia alvei strain t230 165 ribosomal RNA gene partial sequence

A OR263093.1 Hafnia alvei strain t82 165 ribosomal RNA gene partial sequence

AY253922.1 Hafnia alvei isolate k 43 165 ribosomal RNA gene partial sequence

0Q120456.1 Hafnia alvei strain X22-4 16S ribosomal RNA gene partial sequence

45
HM489947 1 Hafnia sp. 3-12(2010) 165 ribosomal RNA gene partial sequence

MEE'

0.0020
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24. Secuencia del aislamiento M23

24.1. Forward_M23

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTA
ATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATGAC
GTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAG
CTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTT
CAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAAC
TGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTC
AGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGT
CGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGG
GGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACTTCCCGAGAATTTGCTAGAG
ATGCTTTAGTGCCTTCGGGACTCTGAGACGGTGCTGCATGGCTGTCGTCCGCTCGGGTTGTGAA
TGTTTGGGTTAATCCCGCACGAGGGCACCCTTATCCTTGTTG

24.2. Reverse_M23

GGGAATTTTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCCTGCCGCGTGTATGAAGAAGCCTTTCG
GGTTGTAAAGTACTTTAAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCACAGTGATTGACGTTAC
TCGCAGAAGGAGCACCGGCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGT
TTATTGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGA
GCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCA
GGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGAC
AAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTA
AGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCA
GAGAATTTAGTAGAGATAGTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGT
CAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCA
GCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGAC
GTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAA
GCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACT
CGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCT
TCGGGAGGGCGC
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24.3. Consenso_M23

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAA
ACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGC
CTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGC
TCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT
TGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATT
GACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGC
GGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGA
AACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAA
AGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGG
CTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGTAG
AGATAGTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCA
GCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCT
TTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGG
ACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAA
GTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGG
CCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGT
AGCTTAACCTTCGGGAGGGCGC
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24.4. Electroferograma del aislamiento M23

El aislamiento codificado como M23 fue analizado a través de secuenciamiento
Sanger mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefiales fluorescentes

en la secuencia de bases correspondientes.

macrogen
File: M23_27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G.3779 A:6199 C:7722 T:6077
Sample: M23_27F Lane: 27 Base spacing: 15.506633 1432 bases in 17383 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 30 60 70 80 90 100 110 120
PA TGC GO G CTACGATG C AGT CGAGC GGTAGCACAAGAG AGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGG ACGGGTG AGTAAT GT CT GGGAAACTGCCTGAT GGAGGGGGAT AACTACTGG

SO AN A VAV e AR VA e A AN W A e\

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 24
WAACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTT CGGGCCTCACGCCATCAGATGTGC CCAGATGGGATTAGCT AGT AGGTGGGGT AAT GGCT CACCTAGGCGACGATCT

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
AAGAAGGCCT TCGGGTTGTAAAGT ACTT TCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTT AATAACCGCAGTGATTGACGT TACT CGCAGAAGAAGCACCGGCT AACT CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT

A AN A AN A AN A A A NS

500 510 520 530 540 350 560 570 580 590 600 610
CGGAGGGTGCAAGCGT TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGT CAGATGTGAAATCCCCGAGCTT AACTTGGGAACTGCATTTGAAACT GGTCAGCTAG AGTC

macrogen
File: M23 1492R.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:5138 A:7126 C:12323 T:9830
Sample: M23_1492R Lane: 25 Base spacing: 15.495789 1483 bases in 17826 scans Page I of 2

10 20 30 40 50 60 70 &0 90 100 110 120
CaG CMG ATCCA A GTG GT A GCGCCCTCCCGAAGGTTANGCT ACCTACTT CT TT T GCAMCCCACT CCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGG CCCG GG AACGT AT TCACCG TAGCATTC

DAV A WA M YA

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 3
TAGCACGTGTGTAGCCCTACT CGTAAGGGCCATG AT GACTTGACGT CAT CCCCACCTTCOTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGT TCCCACCAT TACGTGCTGGCAACAAAGS AT AAGGG

VAW AR A AV i N WA A WAV VA AN A A VAV

380 390 400 410 420 430 440 450 460 480 490
TTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACAT TTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATG CAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACT AAACTATCTCTACTAAATT CT CTGGAT GT CAAGAGT

.".’ﬁ'r '\Mﬁ’v | .'".

AAPVAAPARAAA A A A A AP P WA AN AR AN VA AN A A

300 510 20 530 S0 S50 360 570 580 590 600 610 620
AGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCT CCACCGCTT GTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTT GCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAG




24.5. Analisis bioinformatico del aislamiento M23

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,

mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Query

Per.

>
3]
o

Descripcién Nombre cientifico Cover Ident Ten Accesion

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei 100% 99.57% 1473 NR 112985.1
Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA, | Obesumbacterium proteus 100% 99.36% 1436 NR 116603.1
partial sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 99.29% 1488 NR 044729.2
Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 99.36% 1490 NR 025334.1
sequence

Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial | Hafnia paralvei 100% 98.79% 1495 NR 116898.1
sequence

Serratia quinivorans strain 4364 16S ribosomal RNA, partial sequence | Serratia quinivorans 100% 97.87% 1508 NR 037112.1
Serratia_quinivorans _strain LMG 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.80% 1464 NR 114575.1
sequence

Serratia proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, partial | Serratia proteamaculans 100% 97.73% 1502 NR 025341.1
sequence

Serratia_grimesii_strain DSM 30063 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.73% 1495 NR 025340.1
sequence

Serratia grimesii strain LMG 7883 16S ribosomal RNA, partial sequence | Serratia grimesii 100% 97.66% 1461 NR 114576.1
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HMZT9UYF016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HMZT9UYF016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HMZT9UYF016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HMZT9UYF016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HMZT9UYF016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HMZT9UYF016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HMZT9UYF016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HMZT9UYF016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HMZT9UYF016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558519
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114576.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HMZT9UYF016

24.6. Analisis filogenético del aislamiento M23

— OR553863.1 Obesumbacterium proteus strain ZK24 165 ribosomal RNA gene partial sequence

KTT787711.1 Hafnia alvei strain B8 1685 nbosomal RNA gene partial sequence

KF379756.1 Hafnia alvei strain CIFTRT126 165 ribosomal RNA gene partial sequence

83

MWO37272.1 Bacterium strain AGE KM A09 165 ribosomal RNA gene partial sequence

— MK026809.1 Hafnia alvei strain 4G44 165 ribosomal RNA gene partial sequence

M23

HQ224657 1 Enterobacteriaceae bacterium SGb390 16S ribosomal RNA gene partial sequence

6o | [ ORBT3536.1 Hafnia alvei strain 140 165 ribosomal RNA gene partial sequence

59 HM489947 1 Hafnia sp. 3-12(2010) 165 ribosomal RMA gene partial sequence

KY940341.1 Hafnia alvei strain 12D5 165 ribosomal RNA gene partial sequence

—

0.00050

161



25. Secuencia del aislamiento M25

25.1. Forward_M25

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTA
ATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATGAC
GTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAG
CTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTT
CAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAAC
TGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTC
AGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGT
CGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGG
GGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCA
TGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTGCTAGAG
ATGCTTTAGTGCCTTCGGGACTCTGAGACGGTGCTGCATGCTGTCGTCAGCTCGGGTTGTGAAAT
GGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTGCCGCACGTAATGGTGGGAA
TCAAAGGAGA

25.2. Reverse_M25

GGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTTTGAAGAAGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCA
GCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCG
GCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCCAGCGTTTATCGGAATTACTGGGC
GTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTG
CATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAG
GTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCG
ACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGG
GAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGCAGAG
ATAGCTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTG
AAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGG
GAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGG
CCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGA
GCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTC
GGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
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CCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTAC
CA

25.3. Consenso_M25

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAA
ACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGC
CTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGC
TCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT
TGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATT
GACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGC
GGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGA
AACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAA
AGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGG
CTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTT
AAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTA
ATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGCA
GAGATAGCTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGT
CAGCTCGTGTTGTGAAATGGTTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTA
TCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAA
ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGC
TACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGC
GGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATG
AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAG
GTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTACCA
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25.4. Electroferograma del aislamiento M25

El aislamiento codificado como M25 fue analizado a través de secuenciamiento
Sanger mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefiales fluorescentes

en la secuencia de bases correspondientes.

macrogen
File: M25_27F.abt Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:4251 A:6863 C.8017 T:6574
Sample: M25_27F Lane: 23 Base spacing: 15.536753 1420 bases in 17239 scans FPage i of 2

20 50 30 90
COTGGC GOV G CTAMOTG CAGTCGAGE GGIAGCACAA GAGAGCT T GCTCTCTGGGT GAUGAGC GGCGGACGGGT GAGTAATGT CTGGGE AMACTGCCTGAT GG AGGGGG AT AACTACTG

i w fﬂ-"\ A M W A Sy

120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GAAACGGT AGCT AAT ACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGU CATCAGATGT GCCCAGATGGG AT TAGC TAGTAGGT GGGGT AATGGCT CACCT AGGCGACGAT

A A WM A

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
CTCTAGCTGGT CTGAGAGGAT GAC CAGC CACACT GGAACT GAGACACGGT CCAGACT CCTACGGGAGGC AGC AGT GGG GAATAT T GCACAATGGGCGCANGCCTGAT GCAGCCATGC CGCGTGT AT

S AT A AN A A A AR AN AR P AN A A AN A1

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
GAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACT TTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCOGTGCCAGCAGCCGOGGTAA

500 510 520 530 540 550 560 570 560 590 600 610
TACGGAGGGTGCAAGCGTTAAT CGGAATTACT GGG COTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGT CAGATGTGAAAT CCCCGAGCTTAAMCTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTC

i
macrogen

File: M25_1492R.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:3001 A:4493 C:7786 T:6863

Sample: M25_1492R Lane: 21 Base spacing: 15.714458 1406 bases in 16810 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 350 60 70 80 90 100 110 120
[slee) CTG ATC AAGTGGT A GCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGE #CCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGT GT ACAAGGCCCG GG AACGTATTCACCGTAGCATTCT

A Y AN A AR A A AN AARMAN A A A

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATC CGGACTACGACATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATATGC CATTGT A

A A AN VA A AR VA

380 350 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
TGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATT TCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCAGCACCTGT CTCAGAGT TCCCGAAGGCACT AAGCTATCTCTGCTAAATTCT CTGGATGTCAAGAGT A

AANAAVAARAA VAR A A AR o A A A WA A AR AR AR o A VN VA

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
GGT AAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCT CCACCGCTT GTGCGGGCCCCCGT CAATT CATTTGAGTTTT AACCTT GCGGCCGTACTCCCCAGGCGGT CGACTTAACGCGTTAG
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25.5. Analisis bioinformatico del aislamiento M25

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se comparé con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,
mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Descripcion Nombre cientifico Query | Per. Acc. Accesion
Cover Ident Len

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei 100% 99.44% 1473 NR 112985.1

Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA, | Obesumbacterium proteus 100% 99.15% 1436 NR 116603.1

partial sequence

Obesumbacterium proteus_strain 42 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 99.29% 1490 NR 025334.1

sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 99.15% 1488 NR 044729.2

Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial | Hafnia paralvei 100% 98.66% 1495 NR 116898.1

sequence

Serratia quinivorans strain 4364 16S ribosomal RNA, partial sequence | Serratia quinivorans 100% 97.74% 1508 NR 037112.1

Serratia_quinivorans strain LMG 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.68% 1464 NR 114575.1

sequence

Serratia proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, partial | Serratia proteamaculans 100% 97.60% 1502 NR 025341.1

sequence

Serratia _grimesii_strain DSM 30063 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.60% 1495 NR 025340.1

sequence

Serratia_grimesii_strain NBRC 13537 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.39% 1468 NR 113616.1

sequence

165



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HMZN1EWE016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HMZN1EWE016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HMZN1EWE016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HMZN1EWE016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HMZN1EWE016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HMZN1EWE016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HMZN1EWE016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HMZN1EWE016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HMZN1EWE016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252418
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252418
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113616.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HMZN1EWE016

25.6. Analisis filogenético del aislamiento M25

HIM489947 1 Hafnia sp. 3-12(2010) 165 ribosomal RNA gene partial sequence

62 KY940341.1 Hafnia alvei strain 12D5 165 ribosomal RNA gene partial sequence

i — ORE73536.1 Hafnia alvei strain 140 165 ribosomal RMA gene partial sequence
| — HQ224657 1 Enterobacteriaceae bacterium SGb390 165 ribosomal RNA gene partial sequence
M25
KF379756.1 Hafnia alvei strain CIFTRT126 165 ribosomal RNA gene partial sequence
MW037401.1 Bacterium strain AGE KM C59 165 ribosomal RNA gene partial sequence
86 — OR553864.1 Obesumbacterium proteus strain ZK34 165 ribosomal RMNA gene partial sequence
MHE20746.1 Hafnia alvei strain FE20 165 ribosomal RNA gene partial sequence
62
MHE20744.1 Hafnia alvei strain FE11 165 ribosomal RNA gene partial sequence
|_|
0.00050
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26. Secuencia del alineamiento M28

26.1. Forward_M28

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTA
ATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATGAC
GTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAG
CTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTT
CAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAAC
TGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGGTAGAATTCCGGGTGTAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCT
CAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATG
TCGACCTGGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCC
CGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGG
AGCCAGGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACTTCCGGAGAATTTG
CTAGAGATGCTTTAGTGCCTTCGGGACTCTGAGACAGTGCTGC

26.2. Reverse M28

GAAGAAGCCTTGGGGTTGTAAAGTACTTTAAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCA
GTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAATTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGG
AGGGTGCCAGCGTTTATTGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCCGGCGGTTGATTAAGTCAGA
TGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGG
GGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAG
GCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCC
GGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACC
TACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGCAGAGATAGCTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTG
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATG
GCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGG
ATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACG
GTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAA
GTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTACCAC
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26.3. Consenso_M28

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAA
ACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGC
CTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGC
TCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGT
TGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATT
GACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGC
GGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGA
AACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGGTAGAATTCCGGGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGAC
AAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCG
TGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAA
GGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCCATGTG
GTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTT
AGCAGAGATAGCTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTG
TCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGAT
AAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGG
GCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAA
GCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCA
TGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGT
AGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTACCAC
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26.4. Electroferograma del aislamiento 28

El aislamiento codificado como M28 fue analizado a través de secuenciamiento
Sanger mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefiales fluorescentes

en la secuencia de bases correspondientes.

macrogen
File: M28_27F.abl Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:3192 A:5931 C:6604 T:6290
Sample: M28_27F Lane: 19 Base spacing: 15.618836 1389 bases in 16805 scans Page I of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 20 100 110 120
GC TGG C GCA G CTACMATGC AGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGE ACGGGTG AGTAATGT CT GGG AAACTGCCTGATGGAGGGGGAT AACTACTGG

O A A A A A A SV N e A

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
AAACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGAT GTGC CCAGATGGGATTAGC T AGTAGGTGGGGT AATGGCTCACCTAGGCGACGATCT

P A A R A AR MM AW 0 A A Ao AR A

250 260 280 290 300 310 330 350 360 370
CTAGCTGGTCTGAG AGGATGA CC\GCC AWCACTGGAACT GAGACACGGT CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA GTGGGG AMATATTGC/ \C\‘TGGGCGC\\GCCTG ATGCAGCCATGCCGCGTGTATG

380 0 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
AAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTT CAGCGAGGAGGAAGGCATTGT GGT TAATAACCGCAGTGATT GACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGC CAGCAGCCGCGGTAAT A

o 0, A A A A

500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
CGGAGGGTGCAAGCGTT AATCGGAATTACTGGGCGT AAAGCGCACGCAGGCGGTTGATT AAGT CAGATGTGAAAT CCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCT

macrogen
File: M28_1492R.abi Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:2517 A:4195 C:7091 T:6339
Sample: M28_1492R Lane: 17 Base spacing: 15.85213 1346 bases in 16119 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
GCA TG ATCL AAGTG GT A GCGCCCTCCCGAMGGTTAAGCTACCTACTTCTTTT GCAACCCACT CCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGT ACAAGGCCCGGGAACGT AT TCACCGT AGCATTC

SR A AW A A A A WA WA WA AN WA AR L

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
TGATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCCGGACTACGACATACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATAT GCCATTG

Ao . A A AN A A A A A A A AARAMAAMA A A A

250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
TAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGAT GACTTGACGT CAT CCCCACCTTCCTCCGGTTT AT CACCGGUAGTCTCCTTTGAGTTCCCACCATTACGTGCT GGCAACAAAGGAT AAGG

A A MAAAAAAAAN A AR AP A A A AN eV Ll

GIJGCGCICGHGCGGG Cll \CCC\\C lIIC\C\\C\CG\GCIGxCG\C LG A IGC GC\CCIGICIC\G \GIICCCG‘\GGC‘CI\‘GCI \ICIClGCl\L\llClCJGGxIGIC \\G GT

A A A LA A A A A Ao AN AR

500 510 520 530 540 350 560 570 580 590 600 610
AGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATT AAACCACATGCT CCACCGCTT GTGCGGG CCCCCGTCAATT CATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTA
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26.5. Analisis bioinformatico del aislamiento 28

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,
mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Descripcién Nombre cientifico Query Per. Acc. Accesibn
Cover Ident Len

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei 100% 99.23% 1473 NR 112985.1
Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA, | Obesumbacterium proteus 100% 98.94% 1436 NR 116603.1
partial sequence

Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 99.08% 1490 NR 025334.1
sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 98.94% 1488 NR 044729.2
Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial | Hafnia paralvei 100% 98.45% 1495 NR 116898.1
sequence

Serratia quinivorans strain 4364 16S ribosomal RNA, partial sequence | Serratia quinivorans 100% 97.54% 1508 NR 037112.1
Serratia_quinivorans strain LMG 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.47% 1464 NR 114575.1
sequence

Serratia proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, partial | Serratia proteamaculans 100% 97.40% 1502 NR 025341.1
sequence

Serratia_grimesii_strain DSM 30063 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.40% 1495 NR 025340.1
sequence

Serratia_grimesii_strain NBRC 13537 16S ribosomal RNA, partial | Serratia grimesii 100% 97.19% 1468 NR 113616.1
sequence
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HMZH4PJG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HMZH4PJG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HMZH4PJG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HMZH4PJG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HMZH4PJG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HMZH4PJG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HMZH4PJG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HMZH4PJG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HMZH4PJG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252418
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252418
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113616.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HMZH4PJG014

26.6. Analisis filogenético del aislamiento 28

NR 044729 2 Hafnia alvei ATCC 13337 165 ribosomal RNA partial sequence
89

s3|' MR 1129851 Hafnia alvei strain JCM 1666 165 ribosomal RNA partial sequence

BD_— NR 025334 .1 Obesumbacterium proteus strain 42 165 ribosomal RMA partial sequence

100
NR 116603.1 Obesumbacterium proteus strain NCIMB 8771 165 ribosomal RNA partial sequence

1128

— NR 1168981 Hafnia paralvei strain ATCC 29927 185 ribosomal RNA partial sequence

NR 113616.1 Serratia grimesii strain NBRC 13537 165 ribosomal RMNA partial sequence

MR 0371121 Serratia quinivorans strain 4364 165 ribosomal RNA partial sequence

58
100

MR 1145751 Serratia quinivarans strain LMG 7887 165 ribosomal RNA partial sequence

69
NR 0253401 Serratia grimesil strain DSM 30063 165 ribosomal RNA partial sequence

57
NR 025341 .1 Serratia proteamaculans strain DSM 4543 165 ribosomal RNA partial sequence

|_|
0.0020
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27. Secuencia del alineamiento M30

27.1. Forward_M30

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTA
ATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATGAC
GTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAG
CTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTT
CAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCGCAGTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCAC
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGG
GCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAAC
TGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAA
ATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTC
AGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGT
CGACCTGGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCT
GGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAA
CCAGGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCCGAGAATTTGCT
AGAGATGCTTTAGTGCCTTCGGGACTCTTAGACAGTGCTGCAG

27.2. Reverse_M30

GGGAGGCAGCAGTGGGAATTTTGCACAATGGGCGCAAGCTGATGCAGCCCTGCCGCGTGTATG
AAGAACGCCTTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCACA
GTGATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGG
AGGGTGCCAGCGTTTATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGTCAGA
TGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGG
GGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAG
GCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCC
GGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATT
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACC
TACTCTTGACATCCAGAGAATTTAGTAGAGATAGTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTG
CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATG
GCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGG
ATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACG
GTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAA
GTAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTACCAC
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27.3. Consenso_M30

TGCAGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTGACGAGCGGCGG
ACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAA
ACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTTCGGGC
CTCACGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGC
TCACCTAGGCGACGATCTCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACA
ATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTTCGGG
TTGTAAAGTACTTTCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTTAATAACCACAGTGAT
TGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGGAGGGTGCCAGCGTTTATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGG
CGGTTGATTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTG
AAACTGGTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGAC
AAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCC
TGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCG
TGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAG
GTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCCATGTGG
TTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAATTTA
GTAGAGATAGTTTAGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTC
GTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTA
TCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAAGGAGACTGCCGGTGATAA
ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGC
TACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGC
GGACCTCATAAAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATG
AAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAG
GTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTACCAC
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27.4. Electroferograma del aislamiento M30

El aislamiento codificado como M30 fue analizado a través de secuenciamiento
Sanger mediante el secuenciador automatico ABI que traduce sefiales fluorescentes

en la secuencia de bases correspondientes.

macrogen
File: M30_27F.ab1 Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:4500 A:7799 C:9215 T:8003 %}
Sample: M30_27F Lane: 32 Base spacing: 15.650462 1435 bases in 17356 scans Page 1of 2

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
G TGGC GOV G CTAMCATGC AGTCGAGCGGTAGCACAAGAGAGCTTGCTCTCTGGGTG /CGAGCGGUGG ALGGGTG AGTANT GTCTGGGAAMCTGCCTGATGGAGGGGGAT ALCTACT G

e AN AW AR A A VAV W A - AN W A Y

130 140 150 160 170 180 150 200 210 220 230 240
GAAACGGTAGCTAATACCGCATGACGTCTTCGGACCAAAGTGGGGGACCTT CGGGCCT CACGCCATCAGAT GT GCCCAGATGGGAT TAGCTAGTAGGT GGGGT AATGGCT CACCTAGGCGACGAT

Vo AN o A A o AN A A A A A A A MMM o

260 270 280 29 300 310 320 330 340 350 360 370
CTCTAGCTGGT CTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTC CAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAAT ATT GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTA

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
TGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGT ACTT TCAGCGAGGAGGAAGGCATTGTGGTT AAT AACCGCAGTGATT GACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCT ANCTCCGTGCCAGCAGCCGCGGT AN

AP A A A MY

v

A A AN WA A AR A A AT,

00 s10 520 530 40 350 560 570 580 590 600 610
TACGGAGGGTGCAAGCGTT AATCGGAATTACT GGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGATTAAGT CAGATGTGAAAT CCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTT GAAACTGGT CAGC TAG AGT

o
macrogen

File: M30_1492R.ab! Run Ended: 2023/7/11 2:46:30 Signal G:3232 A:4999 C:8835 T:6773

Sample: M30_1492R Lane: 30 Base spacing: 15.620302 1449 bases in 17499 scans Page 1 of 2

10 20 30 40 30 60 70 80 90 100 110 120
Cr CTG ATQA AGTGGT A GC GCCCTCCCGAAGGTT AAGCTACCTACTTCTTTTGC ACCCACTCCCATGGTGTG AL GGGUGGTGTGT ACAAGGCCCGGG AACGT ATTCACCG TAGCATTCT

s

000 AW A A MR AN A A A A W

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
GATCTACGAT TACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAAT CCGGACTACGACATACTTTATGAGGT CCGCTTGCTCTCGCGAGTTCGCTTCTCTTTGTATATGCCATTGT A

N

260 280 300 330 340 350 360 370
GCACGTGTGTAGCCCTACTCGT AAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTATCACCGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCACCATTACGTGCTGGCAACAAAGGATAAGGGT

A A AR AN AL A AR VA

380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490
TGCGCTCETTGCGGGACT TAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGC CATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACTAAACTAT CTCTACTAAATT CT CTGGAT GT CAAGAGT A

A AP A A A AT A A A AR AR A O

00 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620
GGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATT AAACCACATGCTCCACCGCTT GTGCGGGCCCCCGTCAATT CATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAG
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27.5. Analisis bioinformatico del aislamiento M30

Se analiz6 la secuencia del gen ARNr 16S y se compar6é con las secuencias de referencia de la base de datos del GenBank-NCBlI,

mediante la herramienta BLAST. La secuencia consenso fue alineada con cepas con un porcentaje de identidad mayor a 90 %, los

resultados se muestras a continuacion:

Query

Per.

Descripcién Nombre cientifico Acc. Len Accesion
Cover Ident

Hafnia alvei strain JCM 1666 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei 100% 99.22% 1473 NR 112985.1

Obesumbacterium proteus _strain NCIMB 8771 16S ribosomal RNA, | Obesumbacterium proteus 100% 98.94% 1436 NR 116603.1

partial sequence

Hafnia alvei ATCC 13337 16S ribosomal RNA, partial sequence Hafnia alvei ATCC 13337 100% 98.94% 1488 NR 044729.2

Obesumbacterium proteus strain 42 16S ribosomal RNA, partial | Obesumbacterium proteus 100% 99.01% 1490 NR 025334.1

sequence

Hafnia paralvei strain ATCC 29927 16S ribosomal RNA, partial sequence | Hafnia paralvei 100% 98.38% 1495 NR 116898.1

Serratia quinivorans strain 4364 16S ribosomal RNA, partial sequence Serratia quinivorans 100% 97.54% 1508 NR 037112.1

Serratia _quinivorans _strain LMG 7887 16S ribosomal RNA, partial | Serratia quinivorans 100% 97.47% 1464 NR 114575.1

sequence

Serratia proteamaculans strain DSM 4543 16S ribosomal RNA, partial | Serratia proteamaculans 100% 97.39% 1502 NR 025341.1

sequence

Serratia grimesii strain DSM 30063 16S ribosomal RNA, partial sequence | Serratia grimesii 100% 97.39% 1495 NR 025340.1

Serratia grimesii strain LMG 7883 16S ribosomal RNA, partial sequence | Serratia grimesii 100% 97.33% 1461 NR 114576.1
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ADV_VIEW=yes&ADV_VIEW=on&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&CONFIG_DESCR=ClustMemNbr,ClustComn,Ds,Sc,Ms,Ts,Cov,Eval,Idnt,AccLen,Acc&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=10&DYNAMIC_FORMAT=on&FORMAT_NUM_ORG=1&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=10&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RID=HMR8MSCZ014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&ADV_VIEW=on&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251787
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=569
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HMZB6P4W016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560543
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116603.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HMZB6P4W016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_545589137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=910996
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044729.2?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HMZB6P4W016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878195
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82983
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025334.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=HMZB6P4W016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560838
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=546367
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_116898.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=HMZB6P4W016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_037112.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=HMZB6P4W016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558518
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=137545
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114575.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=HMZB6P4W016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=28151
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025341.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HMZB6P4W016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219878201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_025340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=HMZB6P4W016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558519
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=82995
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114576.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=HMZB6P4W016

27.6. Analisis filogenético del aislamiento M30

MW037401.1 Bacterium strain AGE KM C58 165 ribosomal RMA gene partial sequence

65 KF379756.1 Hafnia alvei strain CIFTRT126 16S ribosomal RNA gene partial sequence

811 L ON386888.1 Bacterium strain CY27 16S ribosomal RNA gene partial sequence

- MK026809.1 Hafnia alvei strain 4G44 165 ribosomal RNA gene partial sequence

13

—— HQ224657 1 Enterobacteriaceae bacterium SGb390 165 ribosomal RNA gene partial sequence

27 | ORE73536.1 Hafnia alvei strain 140 165 ribosomal RNA gene partial sequence

52 HM489947 1 Hafnia sp. 3-12(2010) 165 ribosomal RMA gene partial sequence

34

KC210858.1 Hafnia alvei strain TL-3 165 ribosomal RNA gene partial sequence

—

0.00050
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Identificacidon de los aislamientos bacteriologicos de los cuyes positivos a

Linfadenitis cervical en cuyes mediante PCR del Gen Strep-spp

Las bacterias del género Streptococcus son de importancia econdémica y de salud
publica ya que varias de especies son patdogenas para animales y humanos,
especificamente, Streptococcus pneumoniae y Streptococcus pyogenes han sido
aislados en casos de infecciones que afectan a estos animales (Barrios-Arpi y
Morales-Cauti, 2020; Ordbinez et al., 2024). Estas bacterias son conocidas por causar
infecciones respiratorias, que pueden diseminarse a los ganglios linfaticos cercanos,
provocando asi inflamacion y linfadenitis (Flores, 2018; Estupinan et al., 2018). En
cuyes, la infeccion dada por este género puede surgir después de un compromiso del
sistema inmunolégico, lo que permite que estas bacterias proliferen; asi mismo, el
estrés, las condiciones de hacinamiento y una nutricién inadecuada son factores que

pueden predisponer a los cuyes a estas infecciones (Jara et al., 2023).

En la linfadenitis en cuyes, las bacterias del género Streptococcus, y en particular S.
zooepidemicus, son patdogenos de importancia debido a su capacidad de causar
infecciones invasivas y recurrentes (Gruszynski et al.,, 2015). Estos organismos
poseen una serie de factores de virulencia que facilitan su invasién y supervivencia en
el huésped, destacando las proteinas de superficie como las adhesinas y las
invasinas, que permiten que la bacteria se adhiera y penetre en los tejidos del
huésped, incluyendo los linfaticos. S. zooepidemicus tiene la capacidad de crear una
capsula de acido hialurénico que lo protege del sistema inmunoldgico al mimetizarse
con los tejidos del hospedador y evadir la fagocitosis. Entre los genes encargados de
codificar estas proteinas, se encuentran los hasA y hasB para la capsula, y el gen
szm, el cual regula las proteinas de adhesiéon (Prasad, Ramachandran y Jayaraman,
2012; Steward et al., 2017).

Ademas, Streptococcus zooepidemicus secreta exotoxinas, como estreptolisinas y
estreptocinasas, estos mecanismos y los mecanismos antes mencionados pueden
presentar variaciones en respuesta al ambiente del hospedador, lo cual podria explicar
la adaptacion de S. zooepidemicus en diferentes especies, incluyendo los cuyes, y en
distintos entornos la capacidad de desarrollar biopeliculas en algunos tejidos permite
que estas bacterias resistan las respuestas inmunoldgicas y tratamientos

antimicrobianos, dificultando la erradicacion de la infeccién (Steward et al., 2017). Este
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complejo conjunto de factores de virulencia en Streptococcus resalta su versatilidad
como patoégeno oportunista y su potencial de adaptacion para infectar diversos

huéspedes, incluyendo cuyes.

No obstante, los estudios moleculares y genéticos enfocados en esta bacteria y sus
diversas especies son escasos, en cuyes este microorganismo es uno de los
principales patdégenos, tanto en la crianza familiares, como en los sistemas de
produccion comercial. En ese sentido el presente estudio identifico mediante PCR que
era Streptococcus sp, por la presencia de secuencias caracteristicas del género, que
los distinguen de otros género bacterianos (Lal et al., 2011). Nuestros resultados
evidenciaron una frecuencia de 80% del género Streptococcus sp. Un resultado
comparable con diversos estudios en los que se han reportado una frecuencia de
aislamiento de hasta un 20% en cobayos, vinculada en su mayoria a lesiones
patolégicas como la linfadenitis cervical purulenta en las zonas altas del centro de
Peru, y tasas que oscilan entre el 70% y el 100% en otras areas del pais (Angulo-
Tisoc, Siuce y Jara, 2021; Jara et al., 2023).

Analisis filogenéticos y bioinformatica de los aislamientos bacteriol6gicos de

los cuyes positivos a Linfadenitis cervical en cuyes

La linfadenitis se presenta mayormente en cuyes con enfermedades causadas por
bacterias como Streptococcus, Yersinia, Bordetella, y Salmonella (Barrios-Arpi y
Morales-Cauti, 2020). En este estudio, un total de 27 aislamientos bacterianos fueron
identificados molecularmente mediante el gen ARNr 16S. Los aislamientos estuvieron

asociados a las familias Hafniaceae, Entererobacteriaceae, y Vibrionaceae (Figura 8).
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Figura 8. Porcentaje del secuenciamiento de los aislados.

En general, la identificacion molecular evidencio que el 76,9 % (20/27) correspondio a
Hafnia alvei, un agente bacteriano oportunista que ha sido reportado previamente en
infecciones en animales y humanos. Asimismo, se identificaron Salmonella en un 3,8
% de las muestras (1/27), Vibrio metschnikovii en un 7,7 % (2/27), Enterobacter
cloacae en un 3,8 % (1/27), y otras Enterobacteriaceae en un 7,7 % (2/27). En
referencia a V. metschnikovii Huang et al. (2023) mencionan que es un patégeno
humano poco comun. La secuencia de nucleétidos del aislamiento 133 se comparé
con la base de datos del NCBI (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) mostrando una
homologia superior al 99,86 % con la secuencia del gen 16S ARNr de V. metschnikovii
y Falco et al. (2023) reportaron una similitud de 100 % a V. metschnikovii en aislados
de lixiviados de una planta de tratamiento en Cali, Colombia, siendo similar a los
resultados obtenidos es este estudio en el cual se obtuvo una alta identidad con 99,
63 % y una excelente cobertura de 100 %. La presencia predominante de Hafnia alvei
podria estar relacionada con su capacidad de colonizar el ambiente intestinal de los

animales, lo que facilita su potencial migracion y entrada a los tejidos cuando ocurren
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traumatismos u otras condiciones predisponentes en los cuyes (Ramos-Vivas, 2020).
Por otro lado, la deteccién de Salmonella'y Vibrio metschnikovii podria estar asociada
con factores ambientales o de manejo, ya que ambos géneros incluyen bacterias que
pueden estar presentes en fuentes de agua y alimentos contaminados, lo cual
representa un riesgo para la salud de estos animales (Ordoiez et al., 2024). Si bien
es cierto, Salmonella entérica serovar typhimurium es la bacteria con mayor frecuencia
reportada en el Peru (Layme et al., 2011) ésta es reportada principalmente en

infecciones de salmonelosis.

La identificacion de Enterobacter cloacae y otros miembros de la familia
Enterobacteriaceae sugiere la posible influencia de una microbiota ambiental variada,
debido a las condiciones de crianza o al contacto con otros animales que actuan como
reservorios de estas bacterias oportunistas. Estos hallazgos reflejan la complejidad de
las infecciones bacterianas en cuyes y subrayan la importancia de las practicas de
manejo para reducir la exposicion a posibles patégenos ambientales. Mientras tanto,
la deteccidn de Hafnia alvei en varias de las muestras de cuyes con linfadenitis puede
implicar varias consideraciones importantes para la salud animal y el manejo
veterinario; en primer lugar, su presencia sugiere que esta bacteria podria estar
actuando como un patdégeno oportunista, lo que indica que los cuyes pueden estar en
un estado de inmunosupresion o estrés, predisponiéndolos a infecciones, resaltando
la necesidad de evaluar las condiciones de manejo y ambiente en las que se

encuentran los animales, asi como su alimentacién (Padilla et al., 2015).

En comparacion con estos resultados, Bemis et al. (2016) encontraron asilamientos
similares con Streptobacillus moniliformis, reclasificado como Caviibacter abscessus.
Asi también, Angulo-Tisoc et al. tuvieron aislamientos pertenecientes a los géneros
Staphylococcus sp, y a la enterobacteria Klebsiella sp., géneros que no fueron
reportados en el presente estudio. De igual manera, Gancino (2024) obtuvo
aislamientos identificados como parte de los géneros Citrobacter sp. y Staphylococcus

sp. Coincidiendo con Staphylococcus sp. en el estudio realizado.

Estos resultados evidencian que la linfadenitis se encuentra asociada a una variedad
de patdgenos bacterianos, causando la dificultad en el hallazgo de un tratamiento
eficaz. En ese sentido, es clave aplicar medidas de control y bioseguridad que eviten

la propagacion de esta infeccion.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Las técnicas de identificacion microbiolégica permitieron la identificacion de
especies bacterianas asociadas a los géneros: Streptococcus sp, Enterobacter
sp., Staphylococcus sp, Escherichia sp, y Salmonella sp. como agentes
bacterianos de linfadenitis cervical en cuyes (Cavia porcellus)

La identificacién molecular a través del gen ARNr 16S permitié la identificacion
de diversas especies bacterianas, incluidos: Enterobacter cloacae,
Enterobacteriaceae bacterium, Hafnia alvei, Hafnia sp, Salmonella entérica

subsp entérica serovar Typhimurium, Vibrio metschnikovii.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=550
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1224592

5.2. Recomendaciones

Realizar un andlisis epidemiologico para determinar la prevalencia de
linfadenitis en diferentes poblaciones de cuyes, incluyendo la recopilacién de

datos sobre factores de riesgo, condiciones de manejo y posibles brotes.

Implementar técnicas de secuenciacion genética, como la secuenciacion del
genoma completo, para caracterizar las cepas de microorganismos aisladas, lo
gue podria ayudar a identificar factores de virulencia y patrones de resistencia

a antibidticos.

Asi  mismo, utilizar herramientas de secuenciamiento NGS, como
metagendmica para estudiar la microbiota intestinal y asociada a la piel de los
cuyes, con el objetivo de revelar las interacciones entre diferentes

microorganismos y su impacto en la salud del huésped.
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ANEXOS
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Figura 2. Realizacion de PCR en termociclador
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Figura 3. Preparacion de las muestras para el proceso de PCR

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa a partir de los productos de PCR
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Anexol: Protocolo de recoleccién de muestras en campo

Una vez identificado el cuy positivo a Linfadenitis se realizara el siguiente

procedimiento:

1. El profesional encargado debera utilizar guantes estériles para la recoleccion
de la muestra.

2. Desinfectar sus materiales con alcohol al 70 %.

3. Desinfectar el ganglio cervical infartado con yodo povidona diluido al 1 %,
rasurar el pelo de la parte afectada, con una aguja hipodérmica de 18G x 1”
aspirar aproximadamente 0,5 a 1,0 mL de pus.

4. Rotular cada muestra extraida en las jeringas con los siguientes datos: lugar
de procedencia, niumero de muestra, etc (Ver anexo 1). Se colocan las
muestras identificadas en una caja de Tecnopor con bolsas de hielo. Y se
trasladan al Laboratorio Biotecnologia en Sanidad Animal del INIA-Bafios del

Inca, Cajamarca para su conservacion y procesamiento.
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Anexo 2: Ficha toma de muestras

FICHA DE TOMA DE MUESTRAS DE CUYES POSITIVOS A LINFADENITIS

Lugar de muestra

Procedencia

Sexo

Edad

Sistema de crianza

Raza

Tratamiento que haya recibido
0 esté recibiendo por presencia

de alguna enfermedad

Tipo de alimentacion

OBSERVACIONES
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Anexo 3. Cantidad y calidad de ADN extraido de los aislamientos bacterianos
en la zona sur de laregion de Cajamarca.

Nimerode | 4 4ig0s Cantidad Calidad 260/280 | Calidad 260/230
muestras ug/mL
1 M13 282.52 1.728 0.753
2 M15 213.10 1.895 0.873
3 M16 396.72 1.738 0.625
4 M17 24518 1.854 0.845
5 M18 180.17 1.757 0.461
6 M19 210.32 1.835 0.949
7 M20 223.54 1.745 0.712
8 M21 214.23 1.760 0578
9 M22 108.58 1.015 0.574
10 M23 211.54 1.711 0.658
11 M25 233.64 1.810 0.784
12 M27 253.35 1.701 0.645
13 M28 136.58 1.759 0.941
14 M30 400.01 1.750 0.598
15 81 180.17 1.757 0.461
16 86 381.98 1.717 0.650
17 o1 376.48 1.766 0.526
18 95 327.41 1.711 0.584
19 99 369.87 1.057 0.846
20 100 293.78 1.782 0.733
21 101 241.16 1.781 0.599
22 102 189.78 1.054 0.908
23 103 419.85 1.027 0.952
24 134 231.58 1.754 0.658
25 136 305.85 1.795 0.645
26 138 232.22 1.764 0.623
27 139 241.58 1.812 0.899
28 87 380.12 1.792 0.546
29 M13 209.95 1.769 0.753
30 M14 383.58 1.744 0.685
31 SM37 271.87 1.722 0.627
32 SM31 284.04 1.720 0.682
33 SM1 285.00 1.664 0.638
34 SM3 213.46 1.650 0.613
35 SM5 159.90 1.872 0.446
36 SM37 201.28 1.765 0.650
37 M24 232.06 1.658 0.560
38 SM2 312.53 1.685 0.626
39 SM4 252.81 1.008 0.630
40 M19 218.32 1.835 0.949
41 SM34 140.80 1.725 0.638
42 SM5 138.69 1.852 0.892
43 SM22 459.52 1.051 0.842
44 Caja 50 155.20 1.702 0.583
45 Caja 47 105.25 1.748 0.558
46 Caja 48 168.71 1.734 0.561
47 Caja 46 154.37 1.724 0.574
48 Caja 9 146.38 1.748 0.565
49 Caja 10 117.23 1.759 0.985
50 Caja 45 155.77 1.702 0.559
51 Caja 6 315.79 1.761 0.608
52 Caja 18 348.24 1.708 0.605
53 Caja 11 231.05 1.746 0.594
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54 Caja5s 382.00 1.729 0.794
55 Caja 19 320.39 1.735 0.725
56 Caja 15 143.27 1.765 0.679
57 Caja 17 184.14 1.788 0.968
58 Caja 16 231.04 1.740 0.666
59 Caja7 312.28 1.712 0.672
60 Caja 4 210.26 1.727 0.567
61 Caja 2 197.71 1.764 0.597
62 Caja 8 318.18 1.798 0.589
63 Caja 13 317.12 1.731 0.687
64 Caja3 306.45 1.719 0.550
65 Caja 12 242.13 1.745 0.659
66 Cajal 189.86 1.746 0.628
67 Caja 32 416.15 1.758 0.517
68 Caja 38 353.86 1.717 0.511
69 Caja 39 379.05 1.728 0.506
70 Caja 36 441.83 1.722 0.598
71 Caja 51 324.46 1.767 0.548
72 Caja 40 459.11 1.758 0.523
73 Caja 14 302.82 1.734 0.585
74 Caja 49 355.52 1.755 0.630
75 Caja 41 215.85 1.773 0.787
76 Caja 31 209.46 1.719 0.664
77 Caja 42 228.12 1.703 0.626
78 Caja 60 152.45 1.936 1.716
79 Caja 61 158.56 1.766 1.550
80 Caja 62 124.82 1.764 0.714
81 Caja 63 261.01 1.898 0.894
82 Caja 64 176.57 1.978 0.874
83 Caja 65 155.85 1.765 0.628
84 Caja 66 144.79 1.836 0.842
85 Caja 67 136.40 1.882 0.458
65 Caja 68 142.13 1.795 0.759
66 Caja 69 289.86 1.846 0.828
67 Caja 70 316.15 1.958 0.917
68 Caja 71 153.86 1.817 0.611
69 Caja 72 279.05 1.928 0.806
70 Caja 73 241.83 1.822 0.798
71 Caja 74 224.46 1.867 0.848
72 Caja 75 259.11 1.768 0.623
73 Caja 76 102.82 1.834 0.785
74 Caja 77 255.52 1.798 0.730
75 Caja 78 292.85 1.745 0.718
76 Caja 79 109.46 1.726 0.764
77 Caja 80 428.12 1.803 0.826
78 Caja 81 252.45 1.756 1.611
79 Caja 82 358.56 1.754 1.650
80 Caja 83 224.82 1.711 0.614
81 Caja 84 241.01 1.752 0.814
82 1 140.61 1.985 0.820
83 2 142.11 1.835 0.796
84 3 134.52 1.775 0.708
85 4 206.00 1.869 0.814
86 5 217.25 1.842 0.885
87 6 229.03 1.899 1.850
88 7 292.06 1.875 0.951
89 8 244.97 1.875 0.821
90 9 477.48 1.905 0.811
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91 10 268.15 1.886 0.873
92 11 126.70 1.860 0.841
93 12 179.72 1.847 0.851
94 13 175.48 1.843 0.877
95 14 154.47 1.752 0.581
96 15 154.17 1.782 0.675
97 16 81.60 1.753 0.651
98 17 69.85 1.706 0.598
99 18 220.08 1.790 0.541
100 19 295.87 1.778 0.549
101 20 288.30 1.741 0.570
102 21 242.10 1.751 0.590
103 22 88.42 1.705 0.557
104 23 245.71 1.717 0.531
105 24 112.13 1.756 0.525
106 25 117.30 1.729 0.554
107 26 378.66 1.722 0.578
108 27 178.49 1.707 0.545
109 28 224.74 1.724 0.542
110 29 106.93 1.705 0.567
111 30 96.33 1.702 0.561
112 31 93.25 1.733 0.563
113 32 193.85 1.757 0.523
114 33 137.99 1.791 0.549
115 34 165.56 1.722 0.541
116 35 244.94 1.727 0.526
117 36 282.28 1.796 0.507
118 37 140.06 1.748 0.530
119 38 153.35 1.763 0.527
120 39 251.48 1.757 0.507
121 40 306.21 1.559 0.541
122 41 137.43 1.715 0.500
123 42 152.75 1.714 0.537
124 43 148.62 1.749 0.529
125 44 166.86 1.784 0.521
126 45 156.44 1.796 0.844
127 46 185.58 1.735 0.504
128 47 184.01 1.720 0.506
129 48 189.86 1.798 0.620
130 49 279.85 1.617 0.621
131 50 232.22 1.764 0.623
132 51 211.52 1.781 0.652
133 52 281.65 1.730 0.669
134 53 249.60 1.727 0.646
135 54 252.79 1.702 0.598
136 55 327.49 1.720 0.550
137 56 331.75 1.778 0.560
138 57 279.20 1.774 0.614
139 58 294.74 1.757 0.594
140 59 227.93 1.772 0.593
141 60 101.53 1.700 0.572
142 61 168.52 1.784 0.614
143 62 157.95 1.748 0.558
144 63 333.99 1.742 0.621
145 64 244.00 1.702 0.577
146 65 269.84 1.764 0.631
147 66 220.26 1.752 0.570
148 67 169.59 1.781 0.612
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149 68 180.17 1.757 0.546
150 69 388.55 1.724 0.646
151 70 306.61 1.745 0.634
152 71 307.78 1.779 0.630
153 72 381.98 1.717 0.650
154 73 395.18 1.794 0.768
155 74 376.48 1.766 0.526
156 75 293.78 1.782 0.733
157 76 243.21 1.832 0.808
158 77 305.82 1.735 0.589
159 78 245.58 1.741 0.564
160 79 188.58 1.759 0.584
161 80 172.60 1.742 0.668
162 81 301.58 1.751 0.601
163 82 219.52 1.709 0.560
164 83 114.23 1.772 0.641
165 84 258.25 1.778 0.620
166 85 355.54 1.755 0.630
167 86 215.85 1.773 0.767
168 87 243.60 1.799 0.665
169 88 109.46 1.719 0.664
170 89 154.21 1.723 0.566
171 90 261.58 1.794 0.631
172 91 295.56 1.705 0.597
173 92 128.12 1.703 0.626
174 93 179.19 1.746 0.542
175 94 250.14 1.756 0.577
176 95 115.16 1.751 0.687
177 96 196.58 1.709 0.596
178 97 249.56 1.743 0.554
179 98 134.59 1.769 0.561
180 99 167.50 1.748 0.713
181 100 131.54 1.710 0.548
182 101 159.58 1.708 0.559
183 102 197.28 1.767 0.594
184 103 157.58 1.791 0.605
185 104 113.96 1.862 0.762
186 105 179.58 1.700 0.582
187 106 400.12 1.726 0.651
188 107 224.15 1.812 0.611
189 108 165.13 1.846 0.661
190 109 142.50 1.708 0.535
191 110 191.99 1.746 0.642
192 111 241.55 1.784 0.582
193 112 117.73 1.719 0.621
194 113 118.42 1.722 0.544
195 114 150.66 1.729 0.562
196 115 288.11 1.759 0.815
197 116 138.29 1.764 0.588
198 117 110.11 1.796 0.799
199 118 213.96 1.852 0.662
200 119 279.58 1.766 0.682
201 120 300.12 1.700 0.688
202 121 124.15 1.800 0.602
203 122 265.13 1.811 0.600
204 123 242.50 1.722 0.512
205 124 391.99 1.700 0.611
206 125 151.21 1.761 0.558
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207 126 317.71 1.717 0.620
208 127 118.42 1.722 0.622
209 128 250.11 1.711 0.612
210 129 188.17 1.719 0.715
211 130 135.29 1.761 0.681
212 131 310.11 1.702 0.211
213 132 255.11 1.811 0.699
214 133 299.85 1.717 0.721
215 134 132.22 1.864 0.723
216 135 111.52 1.799 0.752
217 136 181.65 1.739 0.769
218 137 149.60 1.827 0.746
219 138 352.79 1.785 0.698
220 139 127.49 1.780 0.680
221 140 131.75 1.799 0.670
222 141 379.20 1.751 0.714
223 142 194.74 1.711 0.694
224 143 327.93 1.716 0.693
225 144 201.53 1.782 0.672
226 145 368.52 1.749 0.714
227 146 197.95 1.798 0.658
228 147 133.99 1.711 0.521
229 148 144.00 1.700 0.588
230 149 169.84 1.719 0.531
231 150 281.26 1.792 0.670
232 151 269.59 1.716 0.559
233 152 127.49 1.725 0.650
234 153 131.75 1.744 0.580
235 154 179.20 1.715 0.616
236 155 194.74 1.719 0.511
237 156 127.93 1.702 0.592
238 157 201.53 1.727 0.672
239 158 268.52 1.884 0.714
240 159 257.95 1.711 0.557
241 160 233.99 1.712 0.721
242 161 144.00 1.792 0.677
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Anexo 4. Perfil térmico de la reaccion de la PCR para la amplificaciéon del gen 16s
ARNr

Desnaturalizacion | 94 °C 2 min
Desnaturalizacion | 94 °C 1 min 30 ciclos
Alineamiento 52-58 °C 1 min 30 ciclos
Extension 72 °C 1 min 30 ciclos
Elongacion final 72 °C 5 min

Anexo 5. Perfil térmico de la reaccion de la PCR para la amplificacion del gen
Strepto spp

Desnaturalizacion | 94 °C 2 min
Desnaturalizacion | 94 °C 50 segundos 30 ciclos
Alineamiento 61.4 °C 55 segundos 30 ciclos
Extension 72 °C 1 min 30 ciclos
Elongacion final 72 °C 5 min

Anexo 6. Crecimiento del aislamiento con cddigo M18. Caracteristicas de Salmonella
sp.

Figura. 1. En medio selectivo y diferencial Salmonella-Shigella (SS agar) se observan
colonias bacterianas de apariencia incolora con un centro bien definido, caracteristica
asociada a la produccion de sulfuro de hidrogeno (H2S). Las colonias presentan forma
redondeada, bordes regulares y superficie lisa. El desarrollo de las caracteristicas
mencionadas es compatible con el patrén fenotipico de Salmonella spp., mientras que
la ausencia de colonias transltcidas no pigmentadas descarta el crecimiento tipico de
Shigella. El aspecto macroscopico evidencia una alta selectividad del medio y un
comportamiento compatible con enterobacterias productoras de H2S.
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