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CAPITULO 1

1.1 INTRODUCCION GENERAL
La familia Orchidaceae constituye uno de los grupos de plantas mas diversos,

sobresaliendo su uso ornamental, aromatizante, medicinal, artesanal y
comestible, lo que le da importancia cultural y econémica (Solano-Gomez et al.,
2007).

Lamentablemente en nuestro pais, la riqueza de orquideas esta en peligro
permanente a consecuencia de la destruccion y transformacién de sus habitats,
el trafico ilegal de las especies y el crecimiento urbano (Avila & Salgado, 2006).
De acuerdo con la NOM-059-SEMARNAT-2010, 187 especies de orquideas se
encuentran catalogadas dentro de algun status de conservacion, de las
cuales 15 estan en peligro de extincion, 62 amenazadas, 109 sujetas a
proteccion especial y una especie se encuentra extinta en la naturaleza (Laelia
gouldiana) (SEMARNAT, 2010). Asi mismo, toda la familia Orchidaceae ha sido
incluida en los apéndices | y Il de la Convencion sobre el Comercio Internacional

de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES, 2016).

Al igual que otras plantas las orquideas establecen una relacion simbiética con
muchos microorganismos, dentro de los cuales se encuentran las bacterias,
bacterias enddfitas que ejercen varios efectos benéficos sobre las plantas
hospedantes, tal como la estimulacién del crecimiento, fijacién del nitrégeno e
induccion de resistencia contra fitopatégenos (Sturz et al., 1997; Kirchhorf et al.,
1997; Chen et al., 1995).

Las rizobacterias son las mejor conocidas por su importancia en la fijacion de
nitrégeno, tal como ocurre en la simbiosis Rhizobium-leguminosas. Sin embargo,
las bacterias endofitas han sido aisladas de las leguminosas como la alfalfa trébol
(Sturz et al., 1997) y chicharo (Recuenco & Van-Vuurde, 2000). Varias bacterias
han sido aisladas de los tejidos de las leguminosas, incluyendo Aerobacter,
Aeromonas, Agrobacterium, Bacillus, Chryseomonas, Curtobacterium,
Enterobacter, Erwinia, Flavimonas, Pseudomonas y Sphingomonas (Gagne et

al., 1987, citado por Quang & Annapurna, 2004).



De los géneros bacterianos aislados de las orquideas, se ha demostrado que
Azotobacter y Bacillus radicicola promueven la germinacion de semillas de
orquideas por la produccion de la fitohormona auxina (IAA). Los géneros
Pseudomonas, Bacillus, Arthrobacter, Xanthomonas, Sphingomonas sp,
Microbacterium sp., Mycobacterium sp., Bacillus sp., Rhizobium sp.,
Rhodococcus sp., Cellulomonas sp., Pseudomonas sp., y Micrococcus luteus
también tienen la capacidad de producir esta hormona (Knudson, 1922; Wilkinson
et al.,, 1989 y 1994; Tsavkelova et al., 2004a, 2004 b). Ramos et al. (2007)
realizaron un estudio de bacterias asociadas a Laelia furfuracea y Oncidium
sphacelatum, encontrando a los géneros Azospirillum, Enterobacter,
Pseudomonas, Acetobacter y Herbaspirillum como habitantes de la rizésfera,
rizoplano y endéfita de la planta.

Una de las formas de propagacion mas demandada de las orquideas, es por
medio del cultivo de tejidos in vitro, en este proceso se hace uso de distintos
antibioticos, con la finalidad de controlar o eliminar a los microorganismos
contaminantes que se presentan en los medios de cultivo utilizados para tal fin.
Dentro de los mas usados se encuentran la rifampicina, es un antibiotico
bactericida de amplio espectro, pertenece al grupo de las rifamicinas, con un
mecanismo de accion que inhibe la sintesis del ARN al unirse a la subunidad beta
de la ARN polimerasa dependiente del ADN, evitando la union de la enzima al
ADN y bloqueando asi la iniciacion de la transcripcién del ARN (Lizarraga et al.,
1991). Las tetraciclinas también tienen un espectro antimicrobiano muy amplio,
gue incluye gran parte de bacterias Gram positivas y Gram negativas. Son
antibidticos de accion bacteriostatica, esta accion se halla asociada a una
inhibicion de la sintesis proteica bacteriana en el proceso de reproduccion y
crecimiento celular, al ligarse al ribosoma bacteriano 30S (Connamacher &
Mandel, 1965) y evitar la llegada del complejo aminoacil RNAt al sitio aceptor (A)
en el complejo RNAm-ribosoma. Esta union irreversible impide de forma eficaz la
incorporacion de los aminoacidos que constituyen la cadena peptidica, inhibiendo
de esta forma la sintesis de proteinas. La tetraciclina y oxitetraciclina de acuerdo

a su liposolubilidad pertenecen al grupo de las hidrosolubles (Schnappinger &



Hillen, 1996). Los beta-lactimicos como la ampicilina son antibiéticos
penicilinicos semisintéticos de amplio espectro y de efecto bactericida. Actdan
inhibiendo la dltima etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana uniéndose
a unas proteinas especificas llamadas PBPs (Penicillin-Binding Proteins)
localizadas en la pared celular. Al impedir que la pared celular se construya
correctamente, la ampicilina ocasiona, en ultimo término, la lisis de la bacteria y
su muerte (Mérida, 2013).

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar las bacterias contaminantes desarrolladas durante el cultivo in vitro de

Prosthechea aff. citrina para evitar su desarrollo en futuros estudios

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Aislar a los microorganismos contaminantes del cultivo in vitro de

Prosthechea aff. citrina
e |dentificar molecularmente los aislamientos bacterianos.

e Evaluar diferentes antibioticos para el control y/o erradicacion de los

contaminantes en el cultivo in vitro.

1.3 HIPOTESIS
Ho: No se encontrara ninguna bacteria contaminando al cultivo in vitro de P. aff.

citrina.

Ha: Se encontrara por lo menos una especie de bacteria contaminando al cultivo

in vitro de P. aff. citrina.

Ho: Todos los antibioticos tendran el mismo efecto sobre el crecimiento de las

bacterias.

Ha: Al menos un antibiotico tendra un efecto diferente sobre el crecimiento de las

bacterias.



CAPITULO 2

2.1 REVISION DE LITERATURA
2.1.1 Biodiversidad de México

México es reconocido como un pais de alta diversidad bioldgica, se ha calculado
que nuestro pais posee el 10 % de la flora del mundo equivalente a 22 411
especies sin incluir a las especies introducidas, estas cifras ubican a México en
el tercer lugar a nivel mundial. Su gran diversidad biolégica se atribuye a la
combinacion de diversos factores, entre ellos, su posicion geografica, variabilidad
geoldgica, diversidad de altitudes, climas y su orografia (Magafia & Villasefior,
2002; Salazar, 2010). México es un pais notable no sélo por su rigueza en
especies, sino también por su gran numero de endemismos. Mas del 50 % de
las especies de plantas endémicas reportadas para México, estan
representadas en soOlo cinco familias: Cactaceae, Asteraceae, Poaceae,
Fabaceae y Orchidaceae (Salazar, 2010).

Las orquideas presentan una distribucion amplia, pero son mas abundantes y
diversas en los bosques humedos que se concentran en la parte sur del pais. El
namero aproximado de especies reconocidas para México es de 1,300 y la
proporcion de especies endémicas de la orquideoflora se ha estimado en 40 %
(Soto-Arenas & Salazar, 2004; Solano-Gomez et al., 2007).

2.1.2 Prosthechea citrina (La Llave & Lex.) W. E. Higgins (Orchidaceae)

Es una orquidea endémica de México y se conoce en Nayarit, Colima, Jalisco,
Michoacan, Guerrero, Morelos, Oaxaca, Puebla y Veracruz, donde su habitat
preferido son los bosques de encino y pino-encino. Las plantas florecen de marzo
a mayo, sus flores son muy vistosas y producen una fragancia muy agradable lo
cual la ha convertido en una de las plantas mexicanas mas apreciada en cultivo
(Salazar, 2006). También ha sido una de las orquideas con mas usos en México
desde tiempos prehispanicos como fuente de un adhesivo natural el cual se
empled en el arte de la plumaria, como fijador de pinturas, aglutinante de papel
amate, para cementar una harina de cafia de maiz con la que se hacian

esculturas religiosas y en la elaboracion de dulces como las calaveritas. No



obstante, el uso mas relevante de P. citrina es el ornamental al grado que es una
de las orquideas mexicanas mas apreciadas en cultivo en el pais y el extranjero
(Salazar, 2009). En el pasado sus flores, sumamente vistosas y con una fragancia
muy agradable, se utilizan para elaborar coronas, guirnaldas y ramilletes, al igual
que para adornar imagenes religiosas. Es también una de las orquideas
mexicanas mas extraidas de su habitat para ser vendida como adorno efimero
en calles y mercados de las ciudades de México, Morelia y Oaxaca. Esta
situacion y la pérdida y transformacion de algunos de sus habitats son causa de
que esta especie esté incluida dentro de la NOM-059-SEMARNAT-2010 como
especie sujeta a proteccion especial (Soto-Arenas & Solano-Gémez, 2007). El
modelo arquitecténico de P. citrina corresponde a un crecimiento simpodial,
rizomatoso y plagiotropico (crecimiento colgante), donde los moédulos se
producen anualmente, constituyendo una cadena que generalmente se ramifica
(Figura Ay B) (Solano-Gémez, 2009).

\, Modulo /|

Figura A.- Dibujo esquematico que muestra el modelo de crecimiento simpodial

de Prosthechea citrina. (Solano-Gémez, 2009)



Figura B.- Detalle de la flor de Prosthechea aff. citrina.

2.1.3 El cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos vegetales ha tenido un gran impacto tanto en la industria
como en la agricultura, proveyendo las plantas necesarias que el mundo
demanda, ha hecho grandes contribuciones en el avance de la ciencia
agronémica y actualmente constituye una herramienta muy indispensable en la
agricultura moderna, el cual permite la produccién de especies libres de agentes
patdogenos (Arditti & Yam, 2009). También brinda la alternativa de producir
ejemplares de plantas que no producen semillas fértiles, porque han sido
obtenidas de cruces inter-genéricos. Asi como hacer posible el mejoramiento de
variedades de cultivos con alto potencial de resistencia a los plaguicidas (Hussain
et al., 2012).

En lo que respecta a la familia Orchidaceae los estudios realizados han sido
muchos y muy variados, a fin de lograr establecer las condiciones ideales de
propagacion in vitro. La primera propagacion exitosa de orquideas en
condiciones in vitro a partir de la germinacién de semillas fue lograda por
Knudson (1922) con especies de Cattleya (Arditti & Yam, 2009). A partir de esa
fecha se han aplicado las técnicas de cultivo de tejidos vegetales a distintas
especies de plantas.



2.1.4 Bacterias asociadas a las plantas

Las plantas estan constantemente envueltas en interacciones con un amplio
rango de bacterias. Estas bacterias asociadas a las plantas colonizan la rizosfera
(rizobacterias), la filosfera (epifitas) y dentro del tejido de las plantas (enddfitas).
Las bacterias enddfitas estan protegidas del estrés ambiental y competencia
microbiana por la planta y ellas parecen ser alojadas en todo el tejido de la planta,
han sido aisladas de las flores, frutas, hojas, ramas, raices y semillas de varias
especies de plantas. Las asociaciones que han establecido las orquideas con
bacterias, estas se han encontrado dentro del sustrato donde se desarrollan y en
las raices de orquideas tanto epifitas como terrestres (Kobayashi & Palumbo,
2000).

2.1.5 Contaminacion bacteriana

La contaminacion por bacterias es un problema importante en el cultivo de tejidos
vegetales puede no ser eliminado con ninguna técnica de desinfeccion, por lo
tanto requiere de antibiéticos. Los antibidticos ideales deben ser solubles,
estables, que carezca de efectos secundarios, amplio efecto bactericida, que no
induzca resistencia y no toxico para la salud humana (Red & Tanprasert, 1995).

El contindo uso de antibiéticos en el medio o repetir tratamientos con un solo
antibiotico se podria generar resistencia por parte de las bacterias. Los
antibioticos son agrupados por su mecanismo de accién; inhibidores de la
sintesis de las pared bacteriana, inhibidores de la sintesis proteica, inhibidores
de la sintesis de los &cidos nucleicos. El uso de antibidticos de diferente modo
de accion puede ser favorable, pero algunos son incompatibles y pueden anular

los efectos positivos de los farmacos individuales (Red & Tanprasert, 1995).

2.1.6 Antibiogramas

El antibiograma define la actividad in vitro de un antibidtico frente a un
microorganismo determinado y refleja su capacidad para inhibir el crecimiento de
una bacteria o poblacion bacteriana (Ferraro, 2001). El método de disco-placa se
basa en el trabajo de Bauer et al. (1966), es un método que se recomienda para

la determinacibn de la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos. El



antibiograma disco-placa consiste en depositar, en la superficie de agar de una
placa de Petri previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel
secante impregnados con los diferentes antibidticos. Tan pronto el disco
impregnado de antibidtico se pone en contacto con la superficie humeda del agar,
el filtro absorbe agua y el antibidtico difunde al agar. Es una metodologia aplicable
a una amplia variedad de bacterias, fundamentalmente bacterias aerobias no
exigentes de crecimiento rapido como Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp.,
Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia, Acinetobacter spp.,

Staphylococcus spp. y Enterococcus spp. (Cavalieri et al., 2005).

2.1.7 Identificacion molecular de los contaminantes bacterianos

El desarrollo de herramientas de biologia molecular ha jugado un papel
fundamental en la taxonomia moderna de las bacterias, también ha mejorado el
nivel de conocimiento sobre la biologia de los microorganismos y sus relaciones
filogenéticas con otros organismos (Clarridge, 2004).

En la taxonomia bacteriana, el andlisis de la secuencia génica del ARNr 16S es
la herramienta mas ampliamente utilizada. Este marcador esta presente en todas
las bacterias. Se presenta como una familia de multigenes u operones cuya
funcién no se modifica con el tiempo y actia como un marcador eficiente de
evolucién. Ademas, tiene un tamafo adecuado para realizar el analisis. El ARNr
16S ademas de ser util para la deteccién de bacterias, proporciona informacion
atil y rapida sobre su identificacion y filogenia mediante la comparacion con bases
de datos publicas que contienen un amplio nimero de secuencias bacterianas.
Asi pues, la identificacion mediante el ARNr 16S se fundamenta en su secuencia
(Fenollar et al., 2006; Gurtler & Stanisich, 1996). La secuencia del gen ARNr 16S
presenta de forma aproximada 1.500 pb, y se compone de nueve zonas variables
V1-V9 y zonas conservadas. Este tamafio proporciona suficiente polimorfismo
inter-especifico para diferenciar y establecer medidas estadisticas validas. Los
cebadores universales elegidos son complementarios a las zonas conservadas
del inicio del gen, en la zona de 540 pb, y al final del gen. Las zonas variables,
comprendidas entre estas zonas conservadas son las regiones utilizadas para

realizar una taxonomia comparativa (Rodicio & Mendoza, 2004).
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CAPITULO 3
IDENTIFICACION DE CONTAMINANTES BACTERIANOS EN EL CULTIVO in

vitro DE Prosthechea aff. citrina (La Llave & Lex.) W. E. Higgins (Orchidaceae)

IDENTIFICATION OF CONTAMINAT BACTERIA ON THE in vitro CULTURE
OF Prosthechea aff. citrina (La Llave & Lex.) W. E. Higgins (Orchidaceae)

Tomasita Santiago Jerénimo y ?Héctor Lozoya Saldafia.

RESUMEN

Durante el proceso de cultivo in vitro
de tejidos vegetales se presentan
hongos y bacterias contaminantes,
gue ocasionan pérdidas del material
vegetal. La presente investigacion
tuvo como objetivo la identificacién
de bacterias contaminantes en el
cultivo in vitro de la orquidea
Prosthechea aff. citrina. Mediante
pruebas bioquimicas y moleculares
(secuenciacion del ARN ribosomal
16S), se identific6 a Aeromonas
hydrofila y Enterobacter sp. Se
evaluaron cuatro antibiéticos para su
control, rifampicina (20 pg/ml),
oxitetraciclina (10 pg/ml), ampicilina
(100 pg/ml) y tetraciclina (10 pg/ml),
con accion altamente especifica,
pues la mayor inhibicion se obtuvo
con la oxitetraciclina para A.
hydrophila; ampicilina para
Enterobacter sp.

Palabras clave: contaminacion,
bacterias, antibiéticos, in vitro.

ABSTRACT

During the in vitro plant tissue culture
process contaminant fungi and
bacteria are present, inducing loss of
plant material. The objective of this
research was the identification of
contaminat bacteria on the in vitro
culture of the orquid Prosthechea aff.
citrine. By biochemical and molecular
tests (sequencing the 16S ribosomal
RNA), Aeromonas hydrofila and
Enterobacter sp. were identified.
Four antibiotics, rifampicin (20
pug/ml), oxytetracycline (10 pg/ml),
ampicillin (200 pg/ml) and
tetracycline (10 pg/ml)  were
evaluated to control them. Their
action was highly specific, since the
best inhibition was obtained with
oxitetracycline for A. hydrophila and
ampicilin for Enterobacter sp.

Keywords: contamination, bacteria,
antibiotics, in vitro.

1Tesista. 2Director de tesis.
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3.1 INTRODUCCION
EL cultivo de tejidos vegetales ha demostrado ser una opcién de
micropropagacion y de conservacion in vitro de germoplasma vegetal, pues,
especificamente en el caso de las orquideas, se reportan especies con las que
se ha utilizado este sistema con éxito (Avila & Salgado, 2006). No obstante,
durante el proceso se presentan microorganismos contaminantes. La mayoria de
ellos son hongos y bacterias. Estos estdn comunmente en las plantas in vivo pero
pueden provocar efectos devastadores en las plantas in vitro. La bdsqueda de
nuevas alternativas para la prevencion y/o erradicacion de los contaminantes
resulta una labor relevante, para contribuir a la conservacion de las especies

mexicanas (Cruz et al., 2006; Santiago, 2013).

Los explantes pueden llevar contaminantes en su superficie y/o en su interior.
Aquellos que los llevan sobre su superficie se pueden eliminar mediante la
desinfeccién superficial, pero los que se encuentran dentro del tejido son dificiles
de eliminar, lo que impide cumplir con uno de los requisitos basicos para el éxito
de la técnica de cultivo in vitro de cualquier especie, el cual es mantener los

cultivos libres de microorganismos contaminantes (Ramirez et al., 2000).

La presencia de microorganismos contaminantes en la fase de establecimiento
in vitro ocurre sobre todo cuando la planta donante crece directamente en el
campo y esta expuesta a plagas, enfermedades, polvo y otros agentes, sin ningin
control ambiental (Ramirez-Villalobos & Salazar, 1997). También este fenébmeno
se favorece por las caracteristicas anatomicas propias de las especies, como la
pilosidad foliar, tricomas, etc., que impiden la penetracion de los desinfectantes,
lo cual dificulta la eliminacién de los microorganismos o puede deberse a técnicas
inadecuadas de trabajo en el laboratorio (Alvarado, 1998).

La contaminacion por bacterias es a menudo dificil de detectar porque ellas
permanecen mayormente dentro del tejido de las plantas. Los tejidos
contaminados pueden ser asintomaticos, tener tasas de multiplicacion y
enraizamiento reducidas, pudiendo morir. La introduccion de microorganismos se

debe también a la deficiente desinfeccion o esterilizacion pero esto puede ser
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corregido con mejoras en la manipulacion de los equipos (Red & Tanprasert,
1995). Con base en lo anterior la presente investigacion tuvo como objetivo
identificar y reducir la presencia de las bacterias contaminantes en el cultivo in

vitro de Prosthechea aff. citrina.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Material bioldgico

El material bioldgico utilizado fueron plantas jévenes de Prosthechea aff. citrina,
gue se obtuvieron de las siguientes coordenadas geograficas 17°20°012” N,
96°30°654” O y 17°19°890” N, 96°30°774” O a 2104 y 2106 msnm
respectivamente, dentro de un bosque de encino-pino ubicado en la comunidad
de Ixtlan de Juarez, sierra norte de Oaxaca (Fig. 1). La colecta se llevé a cabo en

el mes de enero de 2016.

Juchitan

Centrales

Ocotlan  Tlacolula Istmo

Bhuantepec

Region
District

Figura 1.- Ubicacion de la sierra norte, lugar de colecta.

Las plantas fueron sometidas a un proceso de desinfeccion que consistié en un
enjuague con agua destilada para eliminar la materia organica superficial, a los
bulbos se les retiraron todas las bracteas membranosas, enseguida bajo
condiciones asépticas se realizdé un enjuague con alcohol al 70 % durante un

minuto, y tres enjuagues con agua destilada estéril, y finalmente se sumergieron
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en una solucién de hipoclorito de sodio al 1.5 % durante 30 minutos, al terminé

se volvié a enjuagar tres veces con agua destilada estéril.

3.2.2 Aislamiento y purificacién de los contaminantes bacterianos

Una vez desinfectadas las plantas, a los bulbos se les retir6 la epidermis.
Siguiendo la metodologia de Ramos et al. (2007), cada planta fue dividida en
cuatro secciones para la siembra; los bulbos, la base, parte media y el 4pice de
la hoja (Fig. 2). Después se les realizaron disecciones en partes de 12 milimetros
aproximadamente y se procedid a la siembra, procurando poner siempre en
contacto el tejido disectado con el medio de cultivo, preparado a partir de las
sales basicas de Murashige & Skoog (1962), suplementado con inositol, glicina y
sacarosa. Todas la unidades experimentales se mantuvieron bajo un fotoperiodo
de 16 horas luz y ocho horas oscuridad en un cuarto de incubacion (Moreno &
Menchaca, 2007).

Figura 2.- Partes de la planta utilizadas como explantes.

De 10-15 dias de haber establecido el experimento se empezd a observar
contaminacion por bacterias y hongos, a partir de éstas se aislaron Gnicamente

a las bacterias con la ayuda de una asa de siembra esterilizada.

Para el aislamiento se frotdé una asa bacteriologica sobre el tejido vegetal que
presentaba la presencia de bacterias y éstas se sembraron por estria cruzada,
en cajas de Petri con medio LB (Luria Bertani: peptona de caseina 10g/l, extracto
de levadura 5 g/l, NaCl 10 g/l y agar bacteriologico 15 g/l) y se incubaron a 37 °C
durante 48 horas, después de la incubacion se realizo la purificacion de las

colonias bacterianas.
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3.2.3 Caracterizacion bioguimica de los contaminantes bacterianos
De acuerdo a la metodologia de identificacion bioquimica descrita por Rodriguez

(2001) y Bergey (1994), se realizaron las siguientes pruebas.

3.2.3.1 Prueba de Gram

La primera fue la determinacion del Gram, con la finalidad de separar a las
bacterias en Gram positivas y Gram negativas, para ello se realiz6 la prueba Ryu.
En un portaobjetos se coloco una gota de hidréxido de potasio al 3 % y se mezcld
con una colonia bacteriana, si la mezcla formaba hilo correspondian a bacterias

Gram negativas, y si la mezcla no formaba hilo eran Gram positivas.

3.2.3.2 Morfologia celular

La prueba se llevdé a cabo colocando en un portaobjetos una gota de agua
destilada estéril y se mezclé con una pequefia cantidad de bacterias, se fij6 la
bacteria flameando el portaobjetos y una vez evaporada el agua se le afiadié una
gota de cristal violeta al 0.1N, se observo al microscopio 6ptico a 5X, 10X, 400x
y 100X.

3.2.3.3 Prueba de movilidad
De la misma manera que para la morfologia celular, después de mezclar en una
gota de agua con la bacteria, se le afiadi6é cuidadosamente el cubreobjetos, para

ser observados al microscopio éptico.

3.2.3.4 Produccién de endosporas

En un tubo de ensayo con agua destilada estéril se suspendié una colonia
bacteriana, éste se puso en bafio maria durante 30 minutos. Posteriormente, se
tomo una alicuota de la suspensién y fue sembrada en una caja de Petri con
medio de cultivo, con la finalidad de detectar si la bacteria en cuestion formaba

endosporas.

3.2.3.5 Determinacion del metabolismo
Para determinar si las bacterias tenian un metabolismo aerdbico estricto o
aerobico facultativo se utilizo el medio de Hugh and Leifson. La bacteria se

inoculd por picadura con un asa de siembra, y se incubo en condiciones de
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aerobiosis (sin aceite mineral estéril) y de anaerobiosis (con aceite mineral

estéril).

3.2.4 Identificacién molecular de los contaminantes bacterianos.

3.2.4.1 Extraccion de DNA gendmico de bacterias
La extraccion del DNA bacteriano se llevé a cabo de acuerdo a las indicaciones
del kit de extraccion (mini DNA easy plants de Qiagen), que consistio en:

Triturar las muestras (100 mg de peso humedo o <20 mg de tejido liofilizado)
usando el TissueRuptor, el TissueLyser I, 0 un mortero y pistilo. Afiadir 400 pl de
amortiguador AP1 y 4 pl de RNasa A agitar e incubar por 10 minutos a 65 °C.
Invertir el tubo 2-3 veces durante la incubacion. Afadir 130 pl de amortiguador
P3. Mezclar e incubar durante 5 minutos en hielo. Recomendacion: centrifugar el
lisado durante 5 minutos a 20 000 xg (14 000 rpm). Pipetear el lisado en un tubo
de columna giratoria QIAShredder en tubos eppendorf de 2 ml. Centrifugar
durante 2 minutos a 20 000 xg (14 000 rpm). Transferir el sobrenadante en un
nuevo tubo sin el precipitado si estd presente. Afadir 1.5 volimenes de
amortiguador AW1y mezclar por pipeteo. Transferir 650 pl de la mezcla a un tubo
de columna giratoria DNeasy de centrifugacion de 2 ml. Centrifugar por 1 minuto
a =6 000 xg (=8 000 rpm). Descartar el sobrenadante. Repetir éste paso con el
resto de la muestra. Colocar la columna de centrifugacion a un nuevo tubo de 2
ml. Afiadir 500 pl de amortiguador AW?2 y centrifugar por 1 minuto a = 6 000 xg
(=8 000 rpm). Descartar el sobrenadante. Afadir otros 500 ul de amortiguador
AW2. Centrifugar por 2 minutos a 20 000 xg (14 000 rpm). Nota: Remover la
columna de centrifugacion del tubo de recoleccién cuidadosamente, que la
columna no toque el sobrenadante. Transferir la columna de centrifugacioén a un
nuevo tubo de microcentrifuga de 1.5 ml o 2 ml. Aiadir 100 ul de amortiguador
AE para la elucion. Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente (15-25 °C).

Centrifugar por 1 minuto a = 6 000 xg (8 000 rpm). Repetir el Gltimo paso.

La cuantificacion del DNA se realizo partiendo del supuesto que una unidad de
absorbancia a 260 nm es igual a 50 ng/pl de DNA de doble cadena (Rickwood &
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Hames, 1990). La calidad del DNA fue inferida mediante el calculo de la relacion

A260/A280. Las lecturas de absorbancia se realizaron en un espectrofotémetro.

3.2.4.2 Amplificacion, PCR, secuenciacién y alineamiento del ADN
ribosomal 16S

El ADN fue enviado al laboratorio Macrogen en Korea, ubicado en 10F, 254
Beotkkot-ro Geumcheon-gu, Seoul 08511, Rep. of Korea, para la secuenciacion
de la region 16S del ARN ribosomal, ya que se trata de una molécula muy
antigua, que esta presente en todas la baterias, constituyendo una diana
universal para su identificacion, ademas de que su estructura y funcién han
permanecido constantes por mucho tiempo, de modo que las alteraciones en la
secuencia reflejan probablemente cambios aleatorios (Rodicio & Mendoza,
2004).

Después de 15 dias las secuencias fueron recibidas, a las cuales se les realiz6
la limpieza de las secuencias en ambos sentidos del ARNr 16S, enseguida se
volted la secuencia “R” y se obtuvo la complementaria, estos procedimientos se
llevaron a cabo con el programa CHROMAS. Posteriormente con el programa
DNASTAR se obtuvo la secuencia consenso o “contig” y finalmente las
secuencias fueron corridas en el algoritmo BLASTN del NCBI, para determinar el
grado de homologia que guardan con respecto a las secuencias depositadas en

la base de datos publica GenBank.

3.2.6 Antibiogramas

Como se explico en la revision de literatura, los antibiogramas proporcionan
informacion util respecto a la actividad in vitro de un antibiético frente a un
microorganismo determinado y refleja su capacidad para inhibir el crecimiento de

una bacteria o poblacién bacteriana.

Se prepararon 100 ml de medio de cultivo LB (Luria Bertani) para cada tipo de
bacteria, después de la esterilizacion del medio, cuando la temperatura
descendi6 a unos 40-50 °C se le adiciono la suspension bacteriana a una turbidez

de 1x107, el medio fue vaciado en cajas de Petri.
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Se evaluaron un total de cuatro antibioticos 1. Rifampicina (20 pg/ml), 2.
Oxitetraciclina (10 pg/ml), 3. Ampicilina (100 pg/ml) y 4. Tetraciclina (10 pg/ml).
Para estudiar la efectividad de los antibioticos contra los microorganismos
contaminantes se empled el método de disco-placa. Se utilizaron discos de papel
filtro Whatman No. 1 de 6.93 mm de didmetro, los cuales fueron sumergidos en
1 ml de solucion en cada antibi6tico en la dosis arriba mencionadas. Por cada
caja de Petri fueron colocados cuatro discos impregnados con antibiéticos y uno
con agua destilada esterilizada como control, con un total de 12 discos por cada

tipo de bacteria.

Con la ayuda de un vernier digital se realizaron dos mediciones a los halos de
inhibicién, la primera a las 24 horas y la segunda a las 48 horas. Después de las
mediciones, a las 72 horas se realizé un frotis sobre el halo de inhibicién y se
sembré en medio de cultivo sin antibiético, para analizar si el efecto del antibiético

fue bactericida o bacteriostatico.

3.2.7 Anadlisis de datos

A los datos de los diametros obtenidos del halo de inhibicion se les resto el
diametro del disco (6.93 mm) y se les realiz6 un analisis de varianza usando un
modelo como disefio completamente al azar (DCA), se incluyeron las
comparacion de medias por el método de Fisher (LSD), mediante el paquete

estadistico SAS (Statistical Analyses Systems, version 8).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Aislamiento y purificacion de los contaminantes bacterianos

Una vez aisladas y purificadas las bacterias, de los diferentes tejidos de las
plantas de la orquidea, se clasificaron de acuerdo a las caracteristicas de la
morfologia colonial y para diferenciarlas fueron nombradas con las letras A, B, C,
D,E,F,G,Hel (Cuadro 1).

Como se observa en dicho cuadro, la cepa “B” solo se presenté en la parte media
de la hoja de una planta, para la cepa “F” no se presentd en los explantes del

bulbo, la cepa “D” tampoco estuvo presente en la parte media de las hojas. La
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cepa “H”, se encontré en el bulbo de tres de las cuatro plantas y en la base de
las hojas de dos plantas, asi mismo la cepa “I” se encontré en el bulbo de las
cuatro plantas y en tres en la base de las hojas, pero ninguna de estas dos se

encontrd en las hojas.

Cuadro 1.- Bacterias aisladas de las distintas partes de Prosthechea aff. citrina
(La Llave & Lex.) W. E. Higgins (Orchidaceae), de acuerdo a los dos sitios de

colecta en Ixtlan de Juarez Oaxaca, enero de 2016.

Sitio 1 Sitio 2
Planta 1 Planta 2 Planta 3 Planta 4
Bulbo A C,D,H,I C,EH,I A D E,I C,D,H, I
Base de la hoja D, E H,I A C, I A D, F, I A E HF
Parte media de la hoja C,F, A, F, A B, C A, G,
Apice de la hoja A F, G D, E C,D,E A F

3.3.2 Caracterizaciéon bioguimica de los contaminantes bacterianos

Los aislamientos A, C, D, E y F presentaron, colonias convexas, brillantes y
superficie lisa, la coloracion fue variando ligeramente entre ellas de café
amarillento a un café obscuro (Fig. 3a). La bacteria B, presentd una coloracion
café, borde ondulado, superficie lisa y opaca (Fig. 3b). La bacteria G, presentd
una coloracion blanca cremosa, convexa, superficie rugosa, borde ondulado (Fig.
3c). Las colonias del aislamiento H e | mostraron una coloracién beige, opaca,

convexa y borde ondulado (Fig. 3d).

Figura 3.- Morfologia de las colonias bacterianas aisladas de los tejidos de la

orquidea.

Las bacterias A, C, D, E y F resultaron ser Gram negativas y al ser observadas
al microscopio mostraron una morfologia celular bacilar y con movilidad (Fig. 4a),
después de haber sido sometidas a temperaturas de ebullicion en bafio maria,
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se comprobd que no formaron esporas. Asi mismo para la determinacion del
metabolismo aerdbico o anaerdbico, las bacterias A, C, D, E y F, arrojaron
resultados positivos para la ambas (Fig. 5a). La bacteria B fue Gram positiva,
morfologia bacilar con agrupacion de empalizada (Fig. 4b), sin movilidad, no
forman esporas y tienen un metabolismo aerobico (Fig. 5b). La bacteria G fue
Gram positiva, se le observd una morfologia bacilar con agrupacion en
empalizada (Fig. 4c), no presentan movilidad y no forman esporas, su
metabolismo es aerdbico (Fig. 5¢). Finalmente las bacterias H e I, resultaron
Gram negativas, tenian morfologia bacilar con agrupamiento en empalizada (Fig.
4d), con movilidad, sin formacién de esporas y resultaron positivas para el

metabolismo aerdbico y anaerdbico (Fig. 5d).
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Figura 4.- Morfologia celular de los aislamientos
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Figura 5.- Determinacion del metabolismo de los aislamientos

Mediante las pruebas bioquimicas realizadas no fue posible la identificacion a
nivel de especie, solo se llegd a posibles géneros como se observa en el cuadro

2. Por lo tanto se continu6 con la identificacion molecular.
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Cuadro 2.- Resultados de las pruebas bioquimicas

aislamientos

aplicadas a los nueve

Bacte  Prueba Morfologi  Movili  Formacion Ferment Oxida Cata citra Posibles géneros
rias de ryu a celular dad de esporas acion cion lasa to

A Gram - bacilos v X v v v v

c Gram - bacilos v X v v v v

D Gram - bacilos v X v v v v

E Gram - bacilos v X v v v v Vibrio spp.

F Gram - bacilos v X v v v v Aeromonas spp.
H Gram - bacilos v X v v v v

| Gram - bacilos v X v v v v

G Gram + bacilos X X X v v X Corynebacterium.
B Gram + bacilos X X X v v X spp.

Mycobacterium

Spp.

*=Pruebas no realizada, v =Prueba positiva, x=Prueba negativa

3.3.3 Identificacién molecular de los contaminantes bacterianos.

Las cepas “A”, “C”, “D”, “E” y “F” correspondieron a Aeromonas hydrophila ATCC
7966 (Cuadro 3), las cepas “A”, “D”, “F” presentaron un 100 % de identidad, la

cepa “C” un 99 %, al variar en el nucleétido posicionado en la base 452 y la cepa

“E” con 99 % de identidad al diferir en dos nucleétidos posicionados en las bases

1485y 1487. Las cepas “H” e “I” fueron identificadas como Enterobacter sp.

En el caso de los aislamientos “B” y “G” no fue posible la amplificacion con los

primers universales, por lo tanto carece de identificacibn molecular.

Cuadro 3.- Resultados de las secuencias consultadas en la base de datos del

GenBank

Aislamiento Identidad en Numero de Tamafio del % de e
Gen Bank acceso fragmento identidad valor

pb (%)

A Aeromonas NR_074841.1 99 100 0,0
hydrophila
ATCC 7966

C Aeromonas NR_074841.1 99 99 0,0
hydrophila
ATCC 7966

D Aeromonas NR_074841.1 99 100 0,0
hydrophila
ATCC 7966
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E Aeromonas NR_074841.1 99 99 0,0
hydrophila
ATCC 7966

F Aeromonas NR_074841.1 99 100 0,0
hydrophila
ATCC 7966

H Enterobacter KF010362.1 100 99 0,0
sp. B15

I Enterobacter KF010362.1 100 99 0,0
sp. B15

3.3.4 Antibiogramas

De acuerdo a los resultados obtenidos del andlisis de varianza y comparacion de
medias se puede observar que para Aeromonas hydrophila, el antibidtico que
mostro la media mas alta fue la oxitetraciclina al ser estadisticamente diferente a
los demas tratamientos, seguido del antibiotico tetraciclina, estos dos antibioticos
revelaron los mismos comportamientos a las 24 y 48 horas. En tercera posicion
se encontro el antibidtico rifampicina y el dltimo fue la ampicilina dentro de las 24
horas (Fig. 6), sin embargo el orden se invirtio a las 48 horas, lo que sugiere que
la rifampicina tiene un efecto residual menor que la ampicilina (Cuadro 4). De
manera general para los cuatro antibioticos se observé que los halos de inhibicion

redujeron ligeramente de las 24 a las 48 horas.

Figura 6.- A. hydrophila frente a distintos antibidticos; 6a: oxitetraciclina, 6b:

tetraciclina, 6¢: rifampicina y 6d: ampicilina.

Para la bacteria B, la ampicilina arrojo la media mas alta y fue significativamente
diferente a los demas tratamientos, seguido de la tetraciclina, oxitetraciclina y

finalmente la rifampicina, para esta bacteria el comportamiento fue idéntico a las
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24 y 48 horas (Fig. 7) (Cuadro 4). Los halos de inhibicion se redujeron levemente
entre las dos mediciones realizadas a las 24 y 48 horas.

Figura 7.- Cepa B frente a distintos antibidticos; 7a: ampicilina, 7b: tetraciclina,
7c: oxitetraciclina 'y 7d: rifampicina.

El antibidtico ampicilina fue el 6ptimo para la bacteria G, en los dos intervalos de
mediciones, al ser significativamente diferente a los demas, seguido de la
tetraciclina y oxitetraciclina pero sin diferencias significativas entre estos dos
antibioticos, en este caso el orden se cambio a las 48 horas, y la rifampicina fue

la que menor halo de inhibicion present6 (Fig. 8) (Cuadro 4).

Figura 8.- Cepa G frente a diferentes antibi6ticos; 8a: ampicilina, 8b: tetraciclina,

8c: oxitetraciclina y 8d: rifampicina.

Para Enterobacter sp., las medias mas altas se obtuvieron con la ampicilina al
ser significativamente diferente a los demas, seguido de la tetraciclina,
oxitetraciclina y en ultimo lugar a la rifampicina (Fig. 9) (Cuadro 4). Asi mismo los

halos de inhibicion redujeron de diametro de las 24 a las 48 horas.

24



Figura 9.- Enterobacter frente a diferentes antibidticos; 9a: ampicilina, 9b:

tetraciclina, 9c: oxitetraciclina y 9d: rifampicina.

Cuadro 4.- Comparacion de medias de los diametros de inhibicion (mm) del

crecimiento de las bacterias respecto a diferentes antibiéticos y tiempos de

exposicion
24 horas 48 horas
Bacterias Antibidtico Media *Grupos Media *Grupos
Rifampicina 3.9908 b 0.7958 o
Aeromonas Oxitetraciclina 8.1958 a 3.6175 a
hydrophila Ampicilina 2.0967 C 0.9092 c
Tetraciclina 4.0633 b 2.9058 b
Rifampicina 0.0 d 0.0 c
Enterobacter Oxitetraciclina 1.2842 C 0.8600 cb
sp. Ampicilina 4.4633 a 3.0142 a
Tetraciclina 3.2558 b 1.2725 b
Rifampicina 0.0 d 0.0 d
Aislamiento B Oxitetraciclina 13.5558 C 11.4442 c
Ampicilina 28.6867 a 27.3958 a
Tetraciclina 15.4608 b 15.2517 b
Rifampicina 0.0 C 0.0 c
Aislamiento G Oxitetraciclina 5.6067 b 3.3842 b
Ampicilina 8.8392 a 6.1117 a
Tetraciclina 6.1192 b 3.2817 b

*Cifras con la misma letra son estadisticamente iguales (Fisher 0.05)

Finalmente el frotis que se realizé sobre el area del halo de inhibicién discernid

que los antibiéticos empleados tenian un efecto bacteriostatico, al crecer todas

las bacterias en un medio sin antibi6tico.
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3.3 DISCUSION

Como se pudo ver en los resultados, la bacteria mas comun en todas las partes
de las cuatro plantas de orquideas fue A. hydrophila sin aparentemente influir la
zona de coleccion ni el tipo de tejido, en cambio Enterobacter sp. la cual solo se
encontrd en el bulbo y la base de la hoja, esta diferencia se pudo deber a varios
factores como la edad de la planta ya que entre mas adulta es la planta mayor
concentracion y diversidad de microorganismos presenta (Posada et al., 2004),
en la cual pueden influir la composicion quimica de los constituyentes de los
tejidos, ya que la densidad poblacional de bacterias endoéfitas es altamente
variable, y entre otros factores depende de las especie de bacteria y el genotipo
de la planta hospedera, ademas del estado de desarrollo de la planta y las
condiciones ambientales (Pillaw y Norwark, 1997); asi mismo, en estudios
moleculares recientes sobre diversidad de bacterias endoéfitas han revelado una
alta riqueza filotipos; y que no solo promueven el crecimiento de las plantas, sino
que también suprimen fitopatdgenos, ayudan a remover contaminantes,
solubilizan fosfato y contribuyen a la asimilacién biolégica de nitrogeno
(Rosenblueth y Martinez-Romero, 2006); sin embargo en nuestro caso esto no
sucedid ya que solo encontramos dos tipos de bacterias.

Varia segun el estado de desarrollo de la planta y ademas difiere en los distintos
organos, ya sean raices, tallos, flores e incluso frutas y semilla, lo que indica

diversas capacidades de colonizacion (Berg et al., 2005).

El mayor nimero de bacterias que se presentaron en los bulbos posiblemente es
debido a la diferencia de tamafios de los bulbos respecto a las hojas, ya que entre
mas grande es el 6rgano o explante mayor sera la concentracion de bacterias,
por la dificultad de desinfeccion del tejido (Surga & Guevara, 1994), estos
resultados son similares a los reportados por Ramos et al. (2007) quienes
encontraron mayor namero de bacterias en el bulbo de la orquidea Laelia
furfuracea, hallando a Enterobacter, Azospirillum, Pseudomonas, Acetobacter y

Herbaspirillum.
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En lo que respecta a la identificacion de los contaminantes de la presente
investigacion, A. Hydrophila es una bacteria ubicada en ambientes naturales
como suelos, rios, lagos y mares; se ha documentado su presencia en agua
potables, aguas residuales y en una variedad de alimentos frescos incluyendo
vegetales (alfalfa, brécoli, coliflor, lechuga, cilantro, perejil, espinacas), carne (de
res, cerdo, pollo y ovejo), productos marinos y lacteos, entre otros y se ha
reportado como patdégena de humanos; son pocas las investigaciones donde han
reportado a A. hydrophila asociada a las plantas, se ha aislado de la lechuga
(Lactuca sativa), cilantro (Corinadrum sativum) y perejil (Petroselinum sativum)
(Ginestrea et al., 2005), en cambio, no existen investigaciones enfocadas a las
orquideas. Sin embargo, el género se ha presentado en el pasto coloasana
(Bothriochloa pertusa), lo que afirma y respalda que Aeromonas es capaz de

colonizar de manera endofita a las plantas (Pérez-Cordero et al., 2014).

En condiciones in vitro la presencia de A. hydrophila implica grandes pérdidas del
material vegetal ya que estos microorganismos compiten por los nutrientes del
medio de cultivo (Hernandez & Gonzéalez, 2010). No obstante, en condiciones in
vivo, Aeromonas podria tener una funciébn muy importante y brindarle ciertos
beneficios a P. aff. citrina, para su sobrevivencia, como es la capacidad que tiene
ésta bacteria de solubilizar fosfatos, transformandolo en un compuesto accesible
para la planta, de igual manera fija el nitrégeno (Pérez-Cordero et al., 2014;
Muleta et al., 2013). Por lo tanto, la relacion que mantienen es indispensable para

el buen funcionamiento de la planta.

Por otra parte, se ha comprobado su capacidad de producir la enzima quitinasa,
esta caracteristica le brinda a la orquidea proteccion contra ciertos hongos

fitopatdgenos, que interactian en condiciones in vivo (Gohel et al., 2006).

Caso contrario ocurre con Enterobacter ya que es ampliamente conocida por
estar relacionada con las plantas incluyendo a las orquideas. Al igual que la
presente, se ha reportado como bacteria endéfita del bulbo de Laelia furfuracea,
orquidea que crece en un bosque de pino-encino, con las condiciones similares

de donde se desarrolla P. aff. citrina (Ramos et al., 2007).
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La relacion existente entre Enterobacter y P. aff. citrina en condiciones in vivo
resulta favorable, ya que se ha evidenciado la produccion de hormonas (auxina)
promotoras del crecimiento en las plantas (Fernandez et al., 2007).

Sin embargo, como ya se habia mencionado la presencia de estas bacterias en
el cultivo in vitro no resulta favorable, por tal motivo se deben implementar
medidas para controlar y/o erradicarlos. El uso de antibiéticos constituye una
alternativa para su control. Para el caso especifico del cultivo in vitro de P. aff.
citrina, con base a los resultados se recomienda hacer uso de la oxitetraciclina
alternando con la ampicilina y tetraciclina, o bien una mezcla de la ampicilina con
una tetraciclina, por ser de diferente modo de accién, con lo cual se estaria
previniendo la resistencia de las bacterias antes estos antibioticos. Al emplear
estos antibibticos se estaria controlando a todas las bacterias que se presentaron
en la presente, y estos fueron los de mejores resultados. De igual manera, la
oxitetraciclina tiene un mayor efecto residual. No se recomienda el uso de la
rifampicina ya que no presento ningun efecto controlador sobre el crecimiento de

las bacterias, lo que coincide con Belém & Possebon (2006).

El uso de los antibiéticos es de suma importancia en la propagacion de tejidos
vegetales, ya que sin ellos existe una gran pérdida del material vegetal, sobre

todo en situaciones donde se cuenta con pocas muestras.

De acuerdo a las deducciones de esta investigacion se rechaza la hipotesis nula,
al encontrarse a microorganismos contaminantes en el cultivo in vitro de
Prosthechea aff. citrina, asi como los antibidticos presentaron respuestas
diferentes ante la inhibicion del crecimiento de las bacterias. De igual manera se

cumplieron con los objetivos planteados con anterioridad.

3.4 CONCLUSIONES

Se presento contaminacion en el cultivo in vitro de Prosthechea aff. citrina, las

cuales fueron; Aeromonas hydrophila y Enterobacter sp.
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Hubo especificidad en la inhibicion del crecimiento de las bacterias, para A.

hydrophila se obtuvo de la oxitetraciclina y para Enterobacter sp. la ampicilina.

Los antibioticos empleados arrojaron efectos bacteriostaticos y no

bactericidas.
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ANEXO

Anexo 1.-Sales basicas de Murashige & Skoog (1962).

N° COMPONENTES g/l g/10 |

1 MACRONUTRIENTES
(NH4)NO3 1.65 16.5
KNO3 1.9 19
MgS04.7H20 0.37 3.7
KH2PO4 0.17 1.7

2 CALCIO
CaCl2 0.44 4.4

3 MICRONUTRIENTES
MnSO4.H20 0.01689 0.1689
ZnS04.7H20 0.0086 0.086
H3BO3 0.0062 0.062
KI 0.00083 0.0083
Na2MoO4. 2H20 0.00025 0.0025
CuS04.5HO 0.000025 0.00025
CoCl2, 6H20 0.000025 0.00025

4 FIERRO
FeS0O4 7H20 0.0278 0.278
Na2 EDTA 0.0373 0.373

5 VITAMINAS
Tiamina HCI 0.0001 0.001
Acido Nicotinico 0.0005 0.005
Piridoxina HCI 0.0005 0.005

6 INOSITOL 0.10 1.0

7 GLICINA 0.002 0.02

8 CARBOHIDRATOS
Sacarosa 30.0
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APENDICE
Apéndice 1.- Andlisis de varianza de la bacteria A= Aeromonas hydrophila.

Variable dependiente: 24 horas

Source DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 3 238.2609500 79.4203167 100.28 <.0001
Error 44 34.8469167 0.7919754
Corrected Total 47 273.1078667
R-Square Coeff Var Root MSE D24sd Mean
0.872406 19.40254 0.889930 4.586667
Source DF Type Il SS Mean Square F Value Pr>F
Antibidtico 3 238.2609500 79.4203167 100.28 <.0001
Variable dependiente: 48 horas
Source DF  Sum of Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 3 72.76489167 24.25496389 48.98 <.0001
Error 44 21.78830000 0.49518864
Corrected Total 47 94.55319167
R-Square Coeff Var Root MSE D48sd Mean
0.769566 34.20845 0.703696 2.057083
Source DF Type Il SS Mean Square F Value Pr>F
Antibiotico 3 72.76489167 24.25496389 48.98 <.0001
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Apéndice 2.- Analisis de varianza de la bacteria B.

Variable dependiente: 24 horas.

Source DF  Sum of Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 3 4959.649917 1653.216639 1595.33 <.0001
Error 44 45.596450 1.036283

Corrected Total 47 5005.246367

R-Square Coeff Var Root MSE D24sd Mean
0.990890 7.056645 1.017980 14.42583
Source DF Type III SS Mean Square F Value Pr > F
Antibiotico 3 4959.649917 1653.216639 1595.33 <.0001

Source
Model

Error

Corrected Total

R-Square
0.989909

Source
Antibiotico

Variable dependiente: 48 horas.

DF  Sum of Squares Mean Square F Value Pr > F

3 4591.642442 1530.547481 1438.76 <.0001
44 46.807150 1.063799

47 4638.449592

Coeff Var Root MSE D48sd Mean
7.627099 1.031406 13.52292

DF Type III SS Mean Square F Value
3 4591.642442 1530.547481 1438.76

Pr > F
<.0001
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Apéndice 3.- Andlisis de varianza de la bacteria C= Aeromonas hydrophila.

Variable dependiente: 24 horas.

DF Sum of Squares Mean Square
Model 3 152.4689063 50.8229688
Error 44 71.8230417 1.6323419

Corrected Total 47 224.2919479

R-Square Coeff Var Root MSE
0.679779 27.19932 1.277631
Source DF Type III SS Mean Square
Antibiotico 3 152.4689063 50.8229688

Variable dependiente: 48 horas.

Source DF  Sum of Squares Mean Square
Model 3 98.3615750 32.7871917
Error 44 52.3109500 1.1888852
Corrected Total 47 150.6725250

R-Square Coeff Var Root MSE
0.R52817 34.08707 1.0903A0N
Source DF Type III SS Mean Square
Antibiotico 3 98.36157500 32.78719167

F Value Pr > F
31.14 <.0001

D24sd Mean
4.697292

F Value Pr > F
31.14 <.0001

F Value Pr > F
27.58 <.0001

D48sd Mean

3.198750

F Value Pr > F

27.58 <.0001
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Apéndice 4.- Analisis de varianza de la bacteria D= Aeromonas hydrophila

Variable dependiente: 24 horas.

Source DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 3 282.6156917 94.2052306 165.24 <.0001
Error 44 25.0851000 0.5701159

Corrected Total 47 307.7007917

R-Square Coeff Vvar Root MSE D24sd Mean
0.918476 18.78454 0.755060 4.019583
Source DF Type III SS Mean Square F Value Pr > F
Antibiotico 3 282.6156917 94.2052306 165.24 <.0001

Variable dependiente: 48 horas.

Source DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 3 179.5313396 59.8437799 59.55 <.0001
Error 44 44,2142083 1.0048684

Corrected Total 47 223.7455479

R-Square Coeff Var Root MSE D48sd Mean
0.802391 40.37652 1.002431 2.482708
Source DF Type III SS Mean Square F Value Pr > F
Antibiotico 3 179.5313396 59.8437799 59.55 <.0001
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Apéndice 5.- Andlisis de varianza de la bacteria E= Aeromonas hydrophila.

Variable dependiente: 24 horas.

Source DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 3 194.4016417 64.8005472 100.53 <.0001
Error 44 28.3614833 0.6445792

Corrected Total 47 222.7631250

R-Square Coeff Vvar Root MSE D24sd Mean
0.872683 17.45815 0.802857 4.598750
Source DF Type III SS Mean Square F Value Pr > F
Antibiotico 3 194.4016417 64.8005472 100.53 <.0001

Variable dependiente: 48 horas.

Source DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 3 265.7629750 88.5876583 231.01 <.0001
Error 44 16.8732167 0.3834822

Corrected Total 47 282.6361917

R-Square Coeff Var Root MSE D48sd Mean
0.940301 19.16964 0.619259 3.230417
Source DF Type III SS Mean Square F Value Pr > F
Antibiotico 3 265.7629750 88.5876583 231.01 <.0001
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Apéndice 6.- Andlisis de varianza de la bacteria F= Aeromonas hydrophila.

Source
Model

Error

Corrected Total

R-Square
0.879430

Source DF
Antibiotico 3

Source
Model
Error

Corrected Total

R-Square
0.917783

Source DF

Antibiotico 3

Variable dependiente: 24 horas.

DF Sum of Sauares Mean Sauare
3 223.2309896 74.4103299

44 30.6050083 0.6955684

47 253.8359979

Coeff Var Root MSE
21.91992 0.834007

Type III SS Mean Square F
223.2309896 74.4103299

Variable dependiente: 48 horas.
DF Sum of Squares Mean Square

3 238.1498396 79.3832799
44 21.3340417 0.4848646

47 259.4838813

Coeff Var Root MSE
26.67262 0.696322

Type III SS Mean Square
238.1498396 79.3832799

F Value Pr > F
106.98 <.0001

Value
106.98

D24sd Mean
3.804792

Pr > F
<.0001

F Value Pr > F

163.

F Value
163.72

72 <.0001

D48sd Mean
2.610625

Pr > F
<.0001
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Apéndice 7.- Andlisis de varianza de la bacteria G.

Variable dependiente: 24 horas.

Source DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 3 495.3596750 165.1198917 321.33 <.0001
Error 44 22.6098500 0.5138602
Corrected Total 47 517.9695250
R-Square Coeff Vvar Root MSE D24sd Mean
0.956349 13.94292 0.716840 5.141250
Source DF Type Il SS Mean Square F Value Pr>F
Antibiotico 3 495.3596750 165.1198917 321.33 <.0001
Variable dependiente: 48 horas.
Source DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 3 225.0991563 75.0330521 111.71  <.0001
Error 44 29.5526250 0.6716506
Corrected Total 47 254.6517812
R-Square Coeff Var Root MSE D48sd Mean
0.883949 25.65581 0.819543 3.194375
Source DF Type III SS Mean Square F Value Pr>F
Antibiotico 3 225.0991563  75.0330521 111.71 <.0001
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Apéndice 8.- Andlisis de varianza de la bacteria H= Enterobacter sp.

Variable dependiente: 24 horas.

Source DF Sum of Sauares Mean Sauare F Value Pr > F
Model 3 130.6344917 43.5448306 49.65 <.0001
Error 44 38.5891000 0.8770250

Corrected Total 47 169.2235917

R-Square Coeff Var Root MSE D24sd Mean
0.771964 43.39816 0.936496 2.157917
Source DF Type III SS Mean Square F Value Pr > F
Antibiotico 3 130.6344917 43.5448306 49.65 <.0001

Variable dependiente: 48 horas.

Source DF  Sum of Sauares Mean Sauare F Value Pr >
Model 3 406.171300 135.390433 1.48 0.233
Error 44 4028.318667 91.552697

Corrected Total 47 4434 .489967

R-Square Coeff Var Root MSE D48sd Mean
0.091594 334.4591 9.568317 2.860833
Source DF Type III SS Mean Square F Value Pr > F
Antibiotico 3 406.1713000 135.3904333 1.48 0.2334

F
4
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Apéndice 9.- Andlisis de varianza de la bacteria H= Enterobacter sp.

Variable dependiente: 24 horas.

Source DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 3 142.8705167 47.6235056 53.62 <.0001
Error 44 39.0774500 0.8881239
Corrected Total 47 181.9479667
R-Square Coeff Var Root MSE D24sd Mean
0.785227 41.86908 0.9424083 2.250833
Source DF Type III S Mean Square F Value Pr > F
Antibiotico 3 142.8705167 47 .6235056 53.62 <.0001
Variable dependiente: 48 horas.
Source DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 3 57.8641500 19.2880500 9.15 <.0001
Error 44 92.7337167 2.1075845
Corrected Total 47 150.5978667
R-Square Coeff Var Root MSE D48sd Mean
0.384230 112.8305 1.451752 1.286667
Source DF Type Il SS Mean Square F Value Pr>F
Antibiotico 3 57.86415000 19.28805000 9.15 <.0001

41



Apéndice 10.- Alineamiento de la cepa A con Aeromonas hydrophila.

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

15

63

75

123

135

183

195

243

255

303

315

363

375

423

435

483

495

543

GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGAAAGT

N
GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGAAAGT

AGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCAG

N
AGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCAG

TCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGC

FEETEEEEEEE e e e e e e rrrrrrrrr e
TCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGC

AGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAG

Frrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrr et re e e e e
AGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAG

GTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGG

[
GTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGG

AACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGG

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrerrrerr e et e e e e
AACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGG

GAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTT

Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e
GAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGIGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTT

CAGCGAGGAGGAAAGGTTGATGCCTAATACGTATCAACTGTGACGTTACTCGCAGAAGAA

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
CAGCGAGGAGGAAAGGTTGATGCCTAATACGTATCAACTGTGACGTTACTCGCAGAAGAA

GCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA

Frrrrrrrrerrrrrrrrrr e e et e e e e e e
GCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA

ATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCT
Ferrrrrrrrrrrrrrrrrr e e et e e e e e e

62

74

122

134

182

194

242

254

302

314

362

374

422

434

482

494

542

554

602
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Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

555

603

615

663

675

723

735

783

795

843

855

903

915

963

975

1023

1035

1083

1095

1143

ATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCT

CAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTC

Ferrrrrrrerrrrrrrrerrrrrrrrrr e rr e e e e e e
CAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTC

CAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCC

N
CAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCC

TGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerr e e e e e e e e e e
TGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG

GTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGAGACGTGGCTTCCGG

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerr e e e e e e e e e e
GTAGTCCACGCCGTARACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTICCTTGAGACGTGGCTTCCGG

AGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAA

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerr e e e e e e e e e e
AGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTARAAACTCAAATGAA

TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e et e e e e e e e e e
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC

CTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAATCA

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
CTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAATCA

GAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG

Ferrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e
GAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG

CAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAGGGAGAC

Ferrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e rr e e e e
CAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAGGGAGAC

TGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCC
Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e

614

662

674

722

734

782

794

842

854

902

914

962

974

1022

1034

1082

1094

1142

1154

1202
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Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

1155

1203

1215

1263

1275

1323

1335

1383

1395

1443

1455

TGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCC

AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCTAGCGATAGTGAGCG

N
AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCTAGCGATAGTGAGCG

AATCCCAAAAAGCGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGG

[
AATCCCAAAAAGCGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGG

AATCGCTAGTAATCGCAAATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrerr e et e e e e e e e e
AATCGCTAGTAATCGCAAATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA

CCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCTTAACCTTCGGGAGG

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerr e e e e e e e e e e
CCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCTTAACCTTCGGGAGG

GCGTTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACA 1486

FErrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e
GCGTTTACCACGGTGTIGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACA 1498

1214

1262

1274

1322

1334

1382

1394

1442

1454

Apéndice 11.- Alineamiento de la cepa C con Aeromonas hydrophila, las marcas en amarillo
indican en que pares de bases difieren las secuencias.

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

1

15

61

75

121

135

181

GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGAAAGT

Frerrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGAAAGT

AGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCAG

Frerrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
AGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCAG

TCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGC

Ferrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e rr e e e e
TCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGC

AGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAG
Frerrrrrrerreerrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e

60

74

120

134

180

194

240
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Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

195

241

255

301

315

361

375

421

435

481

495

541

555

601

615

661

675

721

735

781

AGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAG

GTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGG

N
GTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGG

AACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGG

N
AACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGG

GAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTT

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerr e e e e e e e e e e
GAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTT

CAGCGAGGAGGAAAGGTTGATGCCTAATACGCATCAACTGTGACGTTACTCGCAGAAGAA

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrert e e e e e e e
CAGCGAGGAGGAAAGGTTGATGCCTAATACGTATCAACTGTGACGTTACTCGCAGAAGAA

GCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerr e e e e e e e e e e
GCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA

ATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCT

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e et e e e e e e e e e
ATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCT

CAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTC

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrr e et e e e e e e e e
CAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTITGTAGAGGGGGGTAGAATTC

CAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCC

Ferrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rr e e e e e e
CAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCC

TGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e
TGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGATACCCTG

GTAGTCCACGCCGTARACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGAGACGTGGCTTCCGG
Frerrrrrrerreerrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e

254

300

314

360

374

420

434

480

494

540

554

600

614

660

674

720

734

780

794

840
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Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

795

841

855

901

915

961

975

1021

1035

1081

1095

1141

1155

1201

1215

1261

1275

1321

1335

1381

GTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGAGACGTGGCTTCCGG

AGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAA

N
AGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAA

TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC

N
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC

CTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAATCA

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerr e e e e e e e e e e
CTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAATCA

GAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerr e e e e e e e e e e
GAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG

CAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAGGGAGAC

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerr e e e e e e e e e e
CAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTIGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAGGGAGAC

TGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCC

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e et e e e e e e e e e
TGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT CATCATGGCCCTTACGGCC

AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCTAGCGATAGTGAGCG

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCTAGCGATAGTGAGCG

AATCCCAAAAAGCGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGG

Ferrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e
AATCCCAAAAAGCGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGG

AATCGCTAGTAATCGCAAATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
AATCGCTAGTAATCGCARATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA

CCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCTTAACCTTCGGGAGG
Frerrrrrrerreerrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e

854

900

914

960

974

1020

1034

1080

1094

1140

1154

1200

1214

1260

1274

1320

1334

1380

1394

1440
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Sbjct

Query

Sbjct

1395

1441

1455

CCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCTTAACCTTCGGGAGG

GCGTTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTA 1481

FErrrrrrrrrre et et r et rr e
GCGTTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTA 1495

Apéndice 12.- Alineamiento de la cepa D con Aeromonas hydrophila.

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

1

14

61

74

121

134

181

194

241

254

301

314

361

374

421

434

GGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGAAAG

N
GGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGAAAG

TAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCA

FEETEEEEEE R e e e e e e rrrrr e
TAGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCA

GTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAG

FEETEEEEEEE e e e e e e e e e e e
GTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAG

CAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGA

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
CAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGA

GGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTG

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e et e e e e e e e e
GGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTG

GAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGG

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e et e et e e e e e
GAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGG

GGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTT

Frrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrerrr e e et e e e e e
GGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTT

TCAGCGAGGAGGAAAGGTTGATGCCTAATACGTATCAACTGTGACGTTACTCGCAGAAGA

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
TCAGCGAGGAGGAAAGGTTGATGCCTAATACGTATCAACTGTGACGTTACTCGCAGAAGA

1454

60

73

120

133

180

193

240

253

300

313

360

373

420

433

480

493
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Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

481

494

541

554

601

614

661

674

721

734

781

794

841

854

901

914

961

974

1021

1034

AGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGG

Frrrrerrrerrerrrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e
AGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGG

AATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGC

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e
AATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGAT GTGAAAGCCCCGGGC

TCAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATT

Frrrrrrrrerrrrrrrrerrrrrrrrrr e rr e e e e e
TCAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATT

CCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGLCCCC

FEETEEEEEE R e e e e e e e e e rrrrrrrrr e
CCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGLCCCC

CTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT

FEEEEEEEEE R e e e e e e e e e
CTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT

GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGAGACGTGGCTTCCG

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
GGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGAGACGTGGCTTCCG

GAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGA

Frerrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
GAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGA

ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAA

Frerrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAA

CCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAATC

Ferrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e rr e e e e
CCTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAATC

AGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC

Ferrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e e e e e e e
AGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC

540

553

600

613

660

673

720

733

780

793

840

853

900

913

960

973

1020

1033

1080

1093
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Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

1081

1094

1141

1154

1201

1214

1261

1274

1321

1334

1381

1394

1441

1454

GCAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAGGGAGA

Frrrrrrrrerrerrreerrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
GCAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAGGGAGA

CTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGC

Frrrrrrrrerrerrreerrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
CTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGC

CAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCTAGCGATAGTGAGC

Frrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrre et e e e e e
CAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCTAGCGATAGTGAGC

GAATCCCAAAAAGCGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCG

FEETEEEEEE R e e e e e e e e e rrrrrrrrr e
GAATCCCAAAAAGCGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCG

GAATCGCTAGTAATCGCAAATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC

FEEEEEEEEE R e e e e e e e e e
GAATCGCTAGTAATCGCAAATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC

ACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCTTAACCTTCGGGAG

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e
ACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCTTAACCTTCGGGAG

GGCGTTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACA 1485

Frrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e e
GGCGTTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACA 1498

1140

1153

1200

1213

1260

1273

1320

1333

1380

1393

1440

1453

Apéndice 13.- Alineamiento de la cepa E con Aeromonas hydrophila, las marcas en amarillo
indican en que pares de bases difieren las secuencias.

Query

Sbjct

Query

Sbjct

15

61

75

GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGAAAGT

Frrrrrrrrerrrrrrrrrr e e et e e e e e e
GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGAAAGT

AGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCAG

Frrrrrrrrerrrrrrrrrr e e et e e e e e e
AGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCAG

60

74

120

134
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Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

121

135

181

195

241

255

301

315

361

375

421

435

481

495

541

555

601

615

661

675

TCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGC

Frrrrrrrrerrerrreerrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
TCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGC

AGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAG

Frrrrrrrrerrerrreerrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
AGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAG

GTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGG

N
GTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGG

AACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGG

FEETEEEEEE R e e e e e e e e e rrrrrrrrr e
AACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGG

GAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTT

[
GAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTT

CAGCGAGGAGGAAAGGTTGATGCCTAATACGTATCAACTGTGACGTTACTCGCAGAAGAA

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
CAGCGAGGAGGAAAGGTTGATGCCTAATACGTATCAACTGTGACGTTACTCGCAGAAGAA

GCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA

Frrrrrrrrerrrrrrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
GCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA

ATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCT

Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e e e e e
ATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCT

CAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTC

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e
CAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTC

CAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCC

Ferrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e e e e e e e
CAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCC

180

194

240

254

300

314

360

374

420

434

480

494

540

554

600

614

660

674

720

734

50



Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

721

735

781

795

841

855

901

915

961

975

1021

1035

1081

1095

1141

1155

1201

1215

1261

1275

TGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG

Frrrrrrrrerrerrreerrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
TGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGATACCCTG

GTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGAGACGTGGCTTCCGG

Frrrrrrrrerrerrreerrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
GTAGTCCACGCCGTARACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGAGACGTGGCTTCCGG

AGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAA

N
AGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAA

TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC

FEETEEEEEE R e e e e e e e e e rrrrrrrrr e
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC

CTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAATCA

FEEEEEEEEE R e e e e e e e e e
CTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAATCA

GAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
GAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG

CAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAGGGAGAC

Frerrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
CAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAGGGAGAC

TGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCC

Frerrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
TGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCC

AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCTAGCGATAGTGAGCG

Ferrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrr e rr e e e e
AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCTAGCGATAGTGAGCG

AATCCCAAAAAGCGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGG

Ferrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e e e e e e e
AATCCCAAAAAGCGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGG

780

794

840

854

900

914

960

974

1020

1034

1080

1094

1140

1154

1200

1214

1260

1274

1320

1334
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Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

1321

1335

1381

1395

1441

1455

AATCGCTAGTAATCGCAAATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA

Frrrrrrrrerrerrreerrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
AATCGCTAGTAATCGCARATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA

CCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCTTAACCTTCGGGAGG

Frrrrrrrrerrerrreerrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
CCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCTTAACCTTCGGGAGG

GCGTTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAGGTTAACCC 1493

Frrrrerrrrrrererrrrrerrrrrrer et e e
GCGTTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCC 1507

Apéndice 14.- Alineamiento de la cepa F con Aeromonas hydrophila.

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

3

15

63

75

123

135

183

195

243

255

303

315

GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGAAAGT

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerr e e e e e e e e e e
GCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCGGGAAAGT

AGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGAAATTGCCCAG

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerr e e e e e e e e e e
AGCTTGCTACTTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGARATTGCCCAG

TCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGC

Frerrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
TCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGC

AGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAG

Frerrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
AGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGGATATGCCCAGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAG

GTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGG

Frerrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e
GTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGG

AACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGG

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
AACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGG

1380

1394

1440

1454

62

74

122

134

182

194

242

254

302

314

362

374
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Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

363

375

423

435

483

495

543

555

603

615

663

675

723

735

783

795

843

855

903

915

GAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTT

N
GAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTT

CAGCGAGGAGGAAAGGTTGATGCCTAATACGTATCAACTGTGACGTTACTCGCAGAAGAA

N
CAGCGAGGAGGAAAGGTTGATGCCTAATACGTATCAACTGTGACGTTACTCGCAGAAGAA

GCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA

Frrrrerrrerrerrrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e
GCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA

ATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCT

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e e
ATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGGATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCT

CAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTC

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e e
CAACCTGGGAATTGCATTTAAAACTGTCCAGCTAGAGTCTITGTAGAGGGGGGTAGAATTC

CAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCC

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerr e e e e e e e e e e
CAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCC

TGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e et e e e e e e e e
TGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG

GTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTCCTTGAGACGTGGCTTCCGG

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e et e e e e e e e e
GTAGTCCACGCCGTARACGATGTCGATTTGGAGGCTGTGTICCTTGAGACGTGGCTTCCGG

AGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAA

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
AGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAA

TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
TTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAAC

422

434

482

494

542

554

602

614

662

674

722

734

782

794

842

854

902

914

962

974

53



Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

963

975

1023

1035

1083

1095

1143

1155

1203

1215

1263

1275

1323

1335

1383

1395

1443

1455

CTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAATCA

N
CTTACCTGGCCTTGACATGTCTGGAATCCTGCAGAGATGCGGGAGTGCCTTCGGGAATCA

GAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG

N
GAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCG

CAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAGGGAGAC

Frrrrrrrrerrerrreerrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
CAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAGGGAGAC

TGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCC

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerr e e e e e e e e e e
TGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCC

AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCTAGCGATAGTGAGCG

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerr e e e e e e e e e e
AGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCTAGCGATAGTGAGCG

AATCCCAAAAAGCGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGG

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrerr e e e e e e e e e e
AATCCCAAAAAGCGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGG

AATCGCTAGTAATCGCAAATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e et e e e e e e e e
AATCGCTAGTAATCGCAAATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA

CCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCTTAACCTTCGGGAGG

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e et e e e e e e e e
CCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCACCAGAAGTAGATAGCTTAACCTTCGGGAGG

GCGTTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACA 1486

FEEErrrrrrr et e e et e e e e e
GCGTTTACCACGGTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACA 1498

1022

1034

1082

1094

1142

1154

1202

1214

1262

1274

1322

1334

1382

1394

1442

1454
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