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Resumen

El género Enterococcus pertenece al grupo de las bacterias acido lacticas
(BAL), son microorganismos que estdn ampliamente distribuidos en la
naturaleza, se les puede encontrar en el tracto gastrointestinal de humanos y
animales, asi como en el agua, en el suelo, en las plantas y vegetales (Giraffa,
2003). Se han utilizado como cultivos iniciadores o probidticos en alimentos
fermentados, principalmente en lacteos y embutidos. Contrario a otras BAL, los
enterococos no se consideran GRAS debido a que se asocian con condiciones
antihigiénicas en la produccion de alimentos aunado a su surgimiento en las
dltimas décadas como un patdégeno nosocomial. Varias cepas de enterococos
que se han aislado del queso Cotija “Regién de Origen”, han mostrado que
producen compuestos con actividad antimicrobiana (PGHs y enterocinas), que
presentan antagonismo contra microorganismos patégenos y, en el caso de
presentar factores de virulencia, éstos se relacionan con la capacidad de
colonizar el intestino. El objetivo de este trabajo consistié en caracterizar cepas
de E. faecium utilizando la técnica de tipificacion por secuenciacion multilocus
con el fin de diferenciarlas de complejos nosocomiales y determinar la

existencia de un complejo clonal asociado a alimentos.

Se estudiaron cepas, que fueron aisladas en este trabajo de 7 quesos Cotija
“Region de Origen”; asi como de agrupaciones de enterococos y siete cepas de
Enterococcus spp, todas aisladas de queso Cotija y caracterizadas
previamente. Los aislados fueron caracterizados fenotipica y bioguimicamente.
Resultaron cocos Gram positivos, catalasa negativos y con crecimiento a 4 °C,
45 °C y 37 °C con 6.5% NaCl. Por medio de PCR especie-especifica se
identificaron cepas a nivel de especie. Se identificaron 13 cepas de E. faecalis
y 12 de E. faecium. Se seleccionaron siete cepas de E. faecium y para cada
una de ellas se amplificaron y secuenciaron siete genes altamente conservados
(atpA, ddl, gdh, purK, gyd, pstS y adk). Se obtuvieron los perfiles alélicos y las

secuencias tipo y, por ultimo, se realiz6 el analisis clister de las secuencias

tipo obtenidas, utilizando la base de datos de MLST (http:/efaecium.mist.net/#)

y el algoritmo e-BURST disponible en linea (http://efaecium.mist.net/eburst/ ).



http://efaecium.mlst.net/
http://efaecium.mlst.net/eburst/

El analisis de MLST de las siete cepas de E. faecium aisladas de queso Cotija
“‘Region de Origen” reveld cuatro secuencias tipo nuevas (ST 1045, ST 1046,
ST 1047 y ST 1048) y el hallazgo de un nuevo alelo para el gen ddl (ddl 74).

Los resultados de la tipificacion con MLST, sugieren que las cepas de E.
faecium aisladas de queso Cotija “Region de Origen” no estan relacionadas
directamente con el complejo clonal 17 (CC17), que esta asociado con
infecciones nosocomiales. A pesar de que no fue posible establecer una

asociacion con aislados de alimentos, si se observa una relacion entre las

cepas aisladas de queso Cotija pertenecientes a la misma colecta.



1. Introduccién

Las bacterias del género Enterococcus son microorganismos ubicuos, pero
tienen un habitat predominante en el tracto gastrointestinal de humanos y
animales. Debido a su capacidad para sobrevivir en condiciones ambientales
adversas son capaces de colonizar diversos nichos. Estan asociadas a
alimentos fermentados, pero su presencia siempre ha sido controvertida, ya
gue por un lado desempefian un papel importante en el desarrollo de
propiedades sensoriales deseables y la produccion de compuestos
antimicrobianos; pero por el otro lado son utilizadas como un indicador de
contaminacion fecal, generan aminas bidgenas por la descarboxilacion de
aminoacidos libres y han surgido como un patégeno nosocomial en pacientes
inmunosuprimidos, causando infecciones como bacteremia, endocarditis e

infecciones en el tracto urinario (Murray, 1990; Morrison et al., 1997).

El hallazgo de cepas de E. faecium en muestras clinicas ha aumentado en las
Ultimas déecadas debido a la expansion del complejo clonal 17 (CC17) que ha
adquirido progresivamente resistencia a antibidticos (ampicilina, quinolina y
vancomicina) y factores de virulencia (Freitas et al., 2010). El CC17 ésta
integrado por tres linajes principales ST 17, 18 y 78 (Willems et al., 2012). Se
ha propuesto la evolucion de enterococos comensales a patdégenos
oportunistas originados por la presion selectiva del ambiente intrahospitalario,
que se han expandido en otros ambientes y poblaciones. La posible relacion
entre enterococos de alimentos y los del ambiente nosocomial es una cuestion
que ha limitado el uso como cultivos iniciadores o probiéticos. Por lo que es
necesario deslindar cepas inocuas de patdgenas; sin embargo, la mayoria de
los estudios de tipificacion con MLST se han centrado en aislados clinicos de
humanos y animales, por lo que la informacion de aislados de alimentos es
escasa 0 no esta disponible. En México no existe una norma que regule la
seguridad de cepas de enterococos que pudieran ser usadas como probioticos
o cultivos iniciadores. Los reglamentos en Europa estipulan que la seguridad de
las cepas probidticas o como cultivos iniciadores es responsabilidad del
productor, por lo tanto, cada cepa destinada a tal uso debe de ser

cuidadosamente evaluada, conocer los factores de virulencia que posea asi
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como la resistencia a antibiéticos y de esta manera evaluar el peligro potencial

de su uso (Franz etal., 2003).

1.1 Bacterias acido lacticas (BAL)

Las bacterias acido lacticas (BAL) se definen como cocos o bacilos Gram
positivos, no esporulados, catalasa negativos, anaerobios facultativos, que
producen &cido lactico como producto final mayoritario de la fermentacién de
carbohidratos. Las BAL son responsables de muchos procesos de
fermentacion en alimentos, se encuentran comunmente en productos lacteos,
productos carnicos, mariscos, frutas, verduras y cereales, asi como en el tracto
genital, respiratorio e intestinal de los humanos y animales (Wang y Wang,
2014), han sido ampliamente utiizadas como cultivos iniciadores en la
producciéon de alimentos fermentados, como productos lacteos (yogurt y
gueso), carnicos (salchichas), productos a base de pescado, productos a base
de cereales (pan y cerveza), frutas y vegetales (sauerkraut y kimchi), debido a
la produccion compuestos que contribuyen al sabor, aroma y textura de los
alimentos (Rattanachaikunsopon y Phumkhachorn, 2010), asi como la
produccion de compuestos con actividad antimicrobiana, como &cidos
organicos (principalmente acido lactico o acético), diacetilo, acidos grasos,
peroxido de hidrégeno, reuterina y péptidos bioactivos (Wang y Wang, 2014),
capaces de controlar bacterias patdégenas y microorganismos no deseables
responsables del deterioro de los alimentos.

Los principales géneros que conforman al grupo de las BAL son: Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococccus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus Yy

Weissella (Salminen et al., 2004).

1.2 Generalidades de Enterococcus spp.

El género Enterococcus se encuentra dentro de la familia Enterococcaceae y
pertenece al grupo de bacterias acido lacticas (BAL). Son cocos Gram-
positivos, no esporulados, oxidasa, catalasa y reductasa negativos, anaerobios
facultativos, se pueden encontrar solos, en pares o en cadenas cortas.

(Foulquié-Moreno et al., 2006). Su metabolismo es homofermentativo, siguen la
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via de Embden-Meyerhof-Parnas, produciendo acido L(+)-lactico, a partir de la
fermentacion de hexosas (Garg y Mital, 1991). Los enterococos pueden ser
facilmente distinguidos de otros cocos homofermentativos, Gram-positivos,
catalasa-negativos, como los estreptococos y los lactococos, debido a su
capacidad de crecer en un rango de temperatura de 10 ° a 45 °C y sobrevivir
por lo menos 30 minutos a 60 °C. Asi mismo pueden crecer en un intervalo de
pH de 4 a 9.6, con 6.5% de NaCl, en presencia de azida de sodio y tienen la
capacidad de hidrolizar la esculina en presencia de 40% de bilis (Giraffa, 2003;
Franz et al., 2003; Foulquié-Moreno et al., 2006). Es un microorganismo que se
encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, se le puede encontrar en
el tracto gastrointestinal y heces de mamiferos, y debido a su habilidad de
sobrevivir a ambientes adversos, los enterococos pueden colonizar diversos
nichos y se suelen encontrar en el agua, en el suelo, en las plantas y vegetales,
asi como en alimentos de origen animal y alimentos fermentados (Giraffa,
2003).

1.3 Importancia del género Enterococcus en alimentos fermentados
y probidticos.

Provenientes de contaminacion fecal o ambiental, los enterococos se pueden
multiplicar en alimentos crudos o procesados. Contrario a otras bacterias acido
lacticas, no se consideran GRAS (Generalmente Reconocido como Seguro) ya
gue se asocian con condiciones antihigiénicas en la produccion de alimentos y
son utilizados como un indicador microbiolégico de contaminacion en alimentos
y agua. Sin embargo, pueden ser afladidos de manera accidental o intencional
(formando parte de un cultivo iniciador) en la preparacién de alimentos
fermentados (especialmente embutidos y quesos madurados), ya que
contribuyen a la maduracién y desarrollo de caracteristicas organolépticas
deseables, tales como el aroma y sabor, debido a la produccion de &cido
lactico y de metabolitos obtenidos de la actividad proteolitica y lipolitica como
aminoacidos libres, acetaldehido, diacetilo y acetoina (Giraffa, 2003). La
presencia y desarrollo de los enterococos en alimentos fermentados como el
queso y embutidos resultan en productos organolépticamente Unicos, que

contribuyen a enaltecer la cocina local y forman parte del patrimonio regional.



El género Enterococcus esta conformado por 32 especies, algunas de ellas se
asocian con los quesos tradicionales europeos fabricados en los paises
mediterraneos a partir de leche cruda o pasteurizada (Ordofiez et al., 1978;
Coppola et al.,, 1988; Del pozo et al., 1988; Litopoulou-Tzanetaki, 1990;
Tzanetakis y Litopoulou-Tzanetaki, 1992; Macedo et al., 1995; Tzanetakis et al.,
1995; Centeno et al., 1996; Bouton et al., 1998). Las especies mas
frecuentemente encontradas en estos quesos son E. faecalis, E. faecium, E.
durans y E. casseliflavus (Giraffa, 2003). La fuente principal de enterococos en
la leche y el queso son las heces de las vacas lecheras, agua contaminada, los
equipos de ordefia y los tanques de almacenamiento (Gelsomino et al., 2002).
La presencia de enterococos en quesos artesanales puede ser deseable, ya
que varios estudios han indicado que cepas de enterococos pueden tener una
influencia positiva en la produccion y madurado de quesos tradicionales como
Manchego, Armada, Cebreiro, Picante, Majoero, Feta, Teleme, Mozzarella,
Monte Veronese, Fontina, Caprino, Serra, Venaco y Comnté (Giraffa, 2003).
Aunado a su contribucion en el desarrollo de caracteristicas organolépticas, los
enterococos pueden desempefar un papel antagonista en contra de bacterias
patégenas. Se ha reportado que E. faecalis y E. faecium son capaces de
producir una variedad de bacteriocinas, llamadas enterocinas, las cuales tienen
como blanco de accion principal la membrana citoplasmética. Forman poros en
la membrana celular, agotando el potencial transmembranal y/o el gradiente de
pH, lo que resulta en la fuga de moléculas indispensables (Cleveland et al.,
2001). Se ha reportado que las enterocinas tienen actividad contra Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens y Vibrio cholerae (Giraffa, 1995; Franz et al., 1996; Maisnier-Patin
et al., 1996; Nunez et al., 1997; Simonetta et al., 1997; Ennahar et al., 1998;
Laukova y Czikkova, 2001; Sarantinopoulos et al., 2002).

Por otra parte, los enterococos son utilizados en algunos paises de Europa
como probidticos (Franz et al., 1999; 2003). Un probiotico puede ser descrito
como una preparacion o un producto que contiene microorganismos viables
bien definidos y en cantidades adecuadas, que alteran el microbioma (por
implantacion o colonizacion) y confieren un beneficio a la salud en el hospedero

(De Vuyst et al., 2004). Los efectos funcionales atribuidos a los probi6ticos
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incluyen: la inhibiciébn de microorganismos patdgenos, el fortalecimiento de la
barrera mucosa intestinal, efecto antimutagénico y anticancerigeno, la
estimulacion del sistema inmune y la disminucion de colesterol en sangre
(Fuller, 1989; Havenaar y Huis int Veld, 1992; Salminen et al., 1993, 1996;
Holzapfel et al., 1998). Una serie de requisitos que tiene que cumplir un
microorganismo para ser definido como un probidtico incluyen la capacidad
para a) adherirse a las células del intestino; b) excluir o reducir la adhesion de
patdgenos; c¢) subsistir y multiplicarse; d) producir acidos, peroxido de
hidrégeno y bacteriocinas antagonistas contra el desarrollo de patdgenos; e)
ser seguro, no invasivo, no cancerigeno, y no patogeno; f) agregarse para

formar una microbiota normal y equilibrada (Salminen etal., 1996).

La mayoria de los cultivos probiéticos son de origen intestinal y pertenecen al
grupo de las BAL y Bifidobacterium; por ejemplo cepas de E. faecium, E.
faecalis, S. thermophilus, L. lactis subsp. lactis, Leuconostoc mesenteroides y
P. acidilactici se han utilizado como probiéticos (Fuller, 1989; O’Sullivan et al.,
1992; Holzapfel et al., 1998).

La cepa de E. faecium SF68 se ha usado en el tratamiento contra la diarrea y
se considera como una alternativa al tratamiento con antibiéticos (Loewenstein
et al., 1979; Bellomo et al., 1980). Rossi y colaboradores (1999) utilizaron la
cepa de E. faecium CRL 183 para el desarrollo de un producto con leche de
soya fermentada con posibles propiedades probidticas. Otro uso de cepas de
enterococos como probiodtico es el cultivo Causido® que esta integrado por
cepas de S. thermophilus y E. faecium, se le atribuye un efecto
hipocolesterolémico a corto plazo (Agerholm-Larsen et al., 2000). Pero la
reduccion de los niveles de LDL y colesterol a largo plazo no se demostro,
(Richelsen et al., 1996; Sessions et al., 1997) por lo tanto, la relevancia clinica
de este efecto es incierta. Asi mismo, se utiliz6 la cepa E. faecium PR88
probidtica, como un cultivo adjunto en el queso Cheddar. En comparacion con
el control, el queso que contenia la cepa PR88, aumentd la protedlisis y se
percibieron mayores niveles de compuestos volatiles. La cepa mantuvo la
viabilidad en queso Cheddar durante 9-15 meses de maduraciéon a 8 ° C
(Gardiner et al., 1999).
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El uso de cepas de enterococos como cultivo iniciador y/o probiotico sigue
siendo un asunto controversial, si bien los beneficios durante la maduracion, el
desarrollo de caracteristicas organolépticas y como probidtico de algunas
cepas estan bien establecidos, el surgimiento como un patdgeno nosocomial, la
aparicion de cepas resistentes a antibiéticos y la presencia de factores de

virulencia, han restringido su uso en alimentos.

14 Los enterococos en las enfermedades humanas

En las Ultimas décadas los enterococos han surgido como un patdégeno
nosocomial en pacientes inmunosuprimidos y en cuidado intensivo, se han
implicado como causantes de endocarditis, bacteremia, infecciones de vias
urinarias, infecciones del sistema nervioso central, infecciones intra-
abdominales y pélicas (Franz et al.,, 1999). De hecho, E. faecalis se ha
vinculado con el 80-90 % de las infecciones causadas por enterococos,
mientras que E. faecium es responsable del 10-15 %. E. durans, E. gallinarum,
E. casseliflavus, E. avium, E. hirae, E. mundtii y E. raffinosus son otras
especies de enterococos clinicamente relevantes pero menos frecuentes
(Murray, 1990). Aunque los principales factores de riesgo para la adquisicion de
infecciones enterococales aun no son claros, se reconocen como factores de
riesgo la falta de higiene, la hospitalizacion prolongada y la presencia de

catéteres urinales o vasculares (Ogier y Serror, 2008).

La patogénesis de la mayoria de las infecciones sigue una secuencia de
eventos que implican la colonizacién y la adherencia del patégeno a los tejidos
del hospedero, la invasion del tejido y la resistencia a los mecanismos
especificos e inespecificos de defensa. El patégeno debe producir cambios
patologicos ya sea directamente por la produccién de toxinas o indirectamente

por inflamacion (Johnson, 1994).

Se han reportado alrededor de una docena de factores de virulencia putativos
en analizados en diversos modelos animales, que estan involucrados en la
adhesion a las células hospederas y a proteinas de la matriz extracelular (asa,
esp, efaA), en la resistencia a macréfagos (asa, hypR), en el dafio celular y
tisular (cyl, gelE, srpE) y la evasién del sistema inmune (polisacaridos

capsulares) (Ogier y Serror, 2008). A pesar de la deteccion de genes que
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codifican para factores de virulencia en cepas de enterococos aisladas de
alimentos, que sugieren una potencial virulencia, los enterococos no se han
implicado directamente como causantes de infecciones transmitidas por
alimentos (Adams, 1999). Sin embargo, pueden causar intoxicacion debido a la
ingestién de alimentos, ya que se ha reportado que pueden producir aminas
biogénas por la descarboxilacion de aminoacidos libres en algunos alimentos,
como en: embutidos, quesos, vinos, cervezas, aceitunas y productos de
pescado, los sintomas incluyen dolor de cabeza, vomito, aumento de la presion

arterial e incluso reacciones alérgicas de fuerte intensidad (Giraffa, 2002).

Los enterococos son intrinsecamente resistentes a un nimero de antibidticos,
que estan mediados por genes localizados en el cromosoma. Lo cual es
distinto de la resistencia adquirida, que es mediada por los genes que residen
en plasmidos o transposones (Clewell, 1990; Murray, 1990). Ejemplos de
resistencia intrinseca a los antibidticos incluyen resistencia a las
cefalosporinas, B-lactamicos, sulfonamidas y bajos niveles de clindamicina y
aminoglucésidos, mientras que ejemplos de resistencia adquirida incluyen
resistencia al cloranfenicol, eritromicina, altos niveles de clindamicina,
aminoglucésidos, tetraciclinas y B-lactamicos, fluoroquinolonas y glicopéptidos
(Murray, 1990; Leclercq, 1997). Dentro de la resistencia adquirida a
antibidticos, la resistencia a glicopéptidos (vancomicina y teicoplanina) es la
mas preocupante debido a que estos antibidticos representan “la Ultima opcién
terapéutica” contra patégenos nosocomiales. Existen seis fenotipos diferentes
de VRE (Enterococos Resistentes a Vancomicina, por sus siglas en inglés)
conocidos hasta la fecha (VanA, VanB, VanC, VanD, VanE y VanG). Los
fenotipos VanA y VanB son los de mayor importancia clinica, ya que se
observan con mayor frecuencia en las dos especies de enterococos
predominantes, E. faecalis y E. faecium (Murray, 1997, 1998; Cetinkaya et al.,
2000). El fenotipo VanA se caracteriza por la resistencia a altos niveles tanto a
la vancomicina y teicoplanina, mientras que en el fenotipo VanB las cepas son
resistentes a niveles variables de vancomicina pero susceptible a la

teicoplanina (Arthur et al., 1996).

La incidencia de cepas de enterococos resistentes a antibioticos aisladas de

alimentos ha sido ampliamente estudiada (Klein y Pack, 1997; Davies y
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Roberts, 1999; Baumgartner et al., 2001; Franz et al., 2001; Aarestrup et al.,
2002; Mac et al., 2002). Estos estudios revelaron que, aunque muchas de las
cepas mostraron resistencia a uno o mas de los antibioticos, la mayoria de los
aislados, especialmente cepas de E. faecium, eran sensibles a los antibioticos
clinicamente relevantes, como la penicilina, ampicilina, estreptomicina y la
vancomicina (Klein et al., 1998; Baumgartner et al., 2001; Franz et al., 2001;
Aarestrup et al., 2002).

1.5 Identificacion fenotipica

En general, los enterococos se pueden diferenciar de otras bacterias Gram-
positivas como estreptococos, lactococos y lactobacilos por su actividad
pirrolidonil-arilamidasa (PYR) positiva, reaccion positiva con el antigeno D de
Lancefield y una reaccion negativa con el antigeno A de Lancefield (Murray,
1990). Dentro del género Enterococcus, E. faecalis se distingue de E. faecium y
otras especies por su capacidad de crecer en medio que contienen 0.04% de
telurito, por reducir el tetrazolio a formazan y producir 4cido a partir de D-
tagatosa, sorbitol y glicerol. Alternativamente E. faecium se separa de E.
faecalis y otras especies por producir &cido a partir de melobiosa y L-arabinosa
(Murray, 1990). Con base en estos principios se han desarrollado varios
sistemas comerciales para la identificacion y diferenciacion de enterococos.
Las pruebas mas comunmente usadas son api 20 strep (Bio-Merieux, Marcy
Etoile, Francia), api 50 CH (Bio-Merieux, Marcy I'Etoile, Francia) y Rapid api
ID32 strep (Bio-Merieux, Marcy l'Etoile, Francia). Si bien estas pruebas
funcionan bien en combinacién, proporcionando buenos resultados en la
mayoria de los casos, presentan inconvenientes como ser lentas y algunas
veces ofrecen resultados variables debido a la considerable diversidad

fenotipica intraespecie (Devriese et al., 1993).

Con el incremento de la aparicion de cepas de enterococos resistentes a la
vancomicina (VRE), se ha generado la necesidad de desarrollar pruebas de
deteccion con mayor sensibilidad y especificidad, para contener y eliminar las
infecciones oportunamente. La aplicacion de la reaccion de PCR en la

amplificacion de genes especificos para cada especie ha proporcionado una
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herramienta rapida, precisa y sensitiva para la deteccion e identificacién de

enterococos.

1.6 Identificacién genotipica, PCR especie-especifica

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), descrita por Kary Mullis en
1983, aplica la bioguimica basica de la replicacion del ADN, con el objetivo de

amplificar un fragmento de ADN particular (Koneman y Allen, 2008).

La PCR consiste en tres fases repetitivas:

1) Desnaturalizacion del ADN

2) Hibridacion del cebador

3) Extension
La desnaturalizacién del ADN en hebras individuales es producida por la
elevacion de la temperatura de la mezcla de reaccion hasta 95 °C, para romper
los puentes de hidrogeno que le confieren al ADN su estructura de doble hélice.
La hibridacion de los cebadores empieza cuando la mezcla de reaccion se
enfria y alcanza la temperatura de hibridacion, los cebadores flanquean la zona
por amplificar, y se hibridan con las hebras simples de la molécula de ADN
molde. Un cebador tiene el mismo sentido que la hebra superior de ADN y se
denomina cebador directo mientras que el otro es del mismo sentido que la
hebra opuesta y se Illama cebador inverso. La extension del ADN
complementario ocurre con un incremento de temperatura a 72 °C, la
temperatura Optima para la ADN polimerasa, una vez transcurrido el tiempo
necesario para la extension completa del amplicon se vuelven a repetir las tres
fases por un numero definido de ciclos. Asi, la porcion diana de ADN se
amplifica exponencialmente hasta obtener millones de amplicones. La
presencia de los productos de amplificacion suele determinarse por
electroforesis en gel y tefiidos con bromuro de etidio (Koneman y Allen, 2008).
El desarrollo de métodos basados en la amplificaciéon de genes conservados
que codifican para ARN ribosomal (23S y 16S) y proteinas de choque térmico
60 (HSP60 o CPN60) (Goh et al.,, 2000), gen sod que codifica para una
superdxido dismutasa (Jackson et al., 2004), gen tuf que codifica para un factor
de elongacion EF-Tu (Li et al., 2012), gen ddl que codifica para una ligasa D-

alanina:D-alanina (Satake et al., 1997; Kariyama et al., 2000; Deparieu et al.,
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2004), gen Ef0027 que codifica para un regulador transcripcional putativo (Liu
et al.,, 2005) y gen PBP5 codifica para una proteina de union a penicilina
(Mohn et al., 2004), han permitido una identificacion especifica de los

enterococos.

1.7 Tipificacion por secuenciacion multi locus

Se han reportado diversos estudios para determinar la relacion y diferencias
entre enterococos aislados de alimentos y de aislados clinicos, estos estudios
utilizan una variedad de métodos de tipificacién molecular, como el andlisis de
restriccion del ADN ribosomal 16S amplificado (ARDRA) (Ulrich y Muller, 1998),
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) de los patrones de macro-
restriccion de ADN (Descheemaeker et al.,, 1997; Gambarotto et al., 2001,
Vancanneyt et al., 2002), la amplificacion aleatoria de ADN polimorfico (RAPD)
(Cocconcelli et al., 1995; Descheemaeker et al., 1997; Andrighetto et al., 2001,
Cosentino et al., 2004; Martin et al., 2005) y los polimorfismos en la longitud de
los fragmentos amplificados (AFLP) (Antonishyn et al., 2000; Willems et al.,
2000; Vancanneyt et al., 2002). La electroforesis en gel de campo pulsado
(PFGE) ha sido utilizada con éxito para mostrar las diferencias entre aislados
clinicos y de alimentos (Klare et al., 1995), entre aislados de aves de corral y
pacientes hospitalizados (van den Braak et al., 1998; Lemcke y Bulte, 2000).
Aunque PFGE es el método estandar para distinguir entre cepas de
enterococos, se considera caro, tardado y complejo de implementar.
Recientemente dos métodos de tipificacibn han demostrado ser mas
discriminatorios que PFGE; tipificacion por secuenciacion multi locus (MLST)
basado en la secuenciacién de genes altamente conservados y el analisis
variable multi locus (MLVA) basado en un ndimero variable de secuencias en
tandem (Homan et al., 2002; Top et al., 2004; Titze-de-Almeida et al., 2004).

La tipificacion por secuenciacion multi locus (MLST) permite la caracterizacion
de aislados bacterianos mediante la amplificacion de los fragmentos internos
de 7 genes altamente conservados y su posterior secuenciacion. La secuencia
de cada uno de los loci se alinea con las ya existentes en la base de datos. Si
la secuencia coincide, el programa asigna el nimero de uno de los alelos ya

identificados; en caso contrario, es necesario contactar al curador para la
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inclusion de un nuevo alelo. Una vez asignado un nimero a cada alelo,
utilizando siempre el mismo orden de los genes, se genera un perfil alélico que
resulta de la combinacién de los siete alelos. A cada perfil alélico, se le asigna
entonces un nimero de tipo de secuencia (ST) (Vazquez y Berrén, 2004). Esta
técnica fue desarrollada para estudios epidemiolégicos globales, para el
reconocimiento, rastreo y conexion de cepas virulentas y multirresistentes a

antibiéticos por todo el mundo.

Una de las grandes ventajas de esta técnica es la existencia de una base de

datos, la cual se encuentra disponible al publico (http:/mww.mist.net/ ) vy fue

desarrollada de manera dinamica ya que permite a investigadores de todo el
mundo enriquecerla con aislados de diferentes superficies, permitiendo asi, el
intercambio de informacion entre laboratorios de todo el mundo sin la

necesidad del transito de cultivos vivos.

Homan y colaboradores (2002) desarrollaron la caracterizacion de E. faecium
usando MLST. La necesidad de entender la epidemiologia y la estructura de la
poblacién fueron las causas principales para la investigacion de este
organismo. En particular, la manera en que una cepa comensal residente en el
intestino pasaba a ser un patdgeno; sin embargo, se ha demostrado que las
infecciones adquiridas en el hospital no son causadas por cepas de E. faecium
gue normalmente residen en el intestino, sino que son causadas por cepas
especificas de E. faecium que se adquieren a través de material de curaciéon
durante la hospitalizacion, y aparentemente estan bien adaptadas para
prosperar en la microbiota perturbada de los pacientes hospitalizados (Palmer
et al., 2014).

La caracterizacion de E. faecium mediante MLST estd basada en la
amplificacion de los fragmentos internos de 7 genes (400 a 600 bp) altamente
conservados. La eleccién de estos genes se basd en su funcién putativa, su
uso en MLST en otras especies bacterianas y en la disponibilidad de las

secuencias (Homan et al., 2002).

El esquema de MLST de E. faecium ofrece un método universal para la
tipificacion de aislados y el direccionamiento epidemiolégico a largo plazo. Ha

revelado la existencia de genogrupos de hospederos especificos, incluyendo
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un linaje genético especifico llamado el complejo clonal 17 (CC17), asociado
con los aislados nosocomiales (Homan et al., 2002). El complejo clonal 17
(CC17) se caracteriza por resistencia a vancomicina, ampicilina y quinolina, asi
como la presencia de una isla de patogenicidad putativa que incluye el gen esp
ylo el gen hyl en la mayoria de los aislados (Top et al., 2008). EI complejo
clonal 17 (CC17), esta integrado por tres linajes principales: ST 17, ST 18 y ST
78 (Willems et al.,, 2012); sin embargo, se han encontrado varias STs
estrechamente relacionadas como: ST 16, ST 203 y ST 412, que estan
diseminadas en todo el mundo (Panesso et al., 2010). Curiosamente, la mitad
de las cepas dentro del complejo clonal 17 (CC17) se han identificado en
muestras obtenidas de seres humanos sanos, cerdos, aves de corral y
animales domeésticos, lo que sugiere que éstos son los principales vehiculos

para la diseminacibn de estas cepas (Willems et al, 2009).
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2. Antecedentes

2.1 Queso Cotija

El queso Cotija es uno de los principales quesos mexicanos genuinos, debe su
nombre a la ciudad de Cotija de la Paz en el estado de Michoacan, lugar donde
se comercializa tradicionalmente. Es elaborado desde hace méas de cuatro
siglos en la sierra de Jalmich, territorio limite entre Jalisco y Michoacéan, las
zonas reconocidas como auténticas para la produccion de este queso se
encuentran en los municipios de Santa Maria del Oro en Jalisco, sur de
Tocumbo y Cotija en Michoacdn principalmente, asi como en municipio
aledanos como JilotlAn de los Dolores, Tamazula, Valle de Juarez y de
Quitupan en Jalisco, y en los Reyes, Periban, Tancitaro, y Buena Vista

Tomatlan en Michoacan (Alvarez et al., 2005).

El queso Cotija es un producto elaborado a partir de leche bronca y entera, de
ganado criollo, no recibe algun tratamiento térmico y tiene como caracteristica
principal la maduracién de minimo 3 meses en el lugar de origen. Después del
proceso de maduracion se obtiene una pasta dura, cida, prensada, no cocida,
con un alto contenido de sal y de un olor penetrante. Es un queso de gran
formato pues se produce en voluminosas piezas cilindricas de 22 kg y
dimensiones de 40 cm de didmetro por 18 cm de altura en promedio. EIl queso
Cotija no es adicionado con cultivos iniciadores por lo que la microbiota
presente proviene de las materias primas (leche bronca y sal de grano), asi
mismo de las etapas que se llevan a cabo manualmente y del ambiente
(Garcia-Saturnino, 2011).

Bravo en el 2008 llevd a cabo la caracterizacion por métodos tradicionales y
dependientes de cultivo de la microbiota del queso Cotija, encontré que la
misma cambia durante la maduracion y después de 3 meses, no se detectan
levaduras, los coliformes fecales disminuyen por debajo del limite de deteccién
(50 NMP/g) indicado en la NOM 121 “Quesos: frescos, madurados y
procesados. Especificaciones sanitarias”. Asi mismo, llevd a cabo el
aislamiento e identificacion de bacterias acido lacticas del género Enterococcus
y Lactobacillus. Durante la maduracion ocurren cambios fisicoquimicos como

el aumento de acidez, la disminucion de la ay Yy el pH, lo cual limita el
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desarrollo de ciertos microorganismos. Aunado a la probable produccién de
peptidoglucano hidrolasas (Serrano, 2010) y bacteriocinas por las BAL, estos

cambios fisicoquimicos contribuyen a la seleccién de microorganismos.

Zuiiga en el 2009 estudié la comunidad bacteriana del queso Cotija por
métodos moleculares (PCR-DGGE y posterior secuenciacion de la region V3
del gen ADNr 16 S) lo cual permitio identificar especies de Enterococcus, las
cuales no son la poblacion dominante, sin embargo estan presentes y se

mantienen durante el periodo de maduracion.

Olvera en el 2013 llevd a cabo la evaluacion del potencial de virulencia y
efectos antibacterianos en 12 grupos de Enterococcus spp. aislados de
muestras de queso Cotija “Region de Origen” y de cepas aisladas y
caracterizadas por el grupo de trabajo, mediante la deteccion y evaluacion de la
expresion de genes que codifican para factores de virulencia (citolisina,
proteina de superficie y sustancias de agregacion), enterocinas (enterocina A y

AS-48) y peptidoglucano hidrolasas (AtlA).

Los resultados obtenidos indican que ningun grupo presenta el gen para
citolisina (cylA), mas de la mitad de los grupos poseen el gen para la sustancia
de agregacion y tienen la capacidad de formar biopeliculas, asi como las cepas
A e |l de E. faecalis y la cepa B de E. faecium, ademas todas son capaces de
adherirse a las lineas celulares Caco-2 y HT-29. Sélo dos grupos y la cepa B
presentan el gen que codifica para las proteinas de superficie. El gen que
codifica para la AtlIA se detectd6 en dos grupos y en la cepa B, aunque se
detectaron varias bandas con actividad antibacteriana contra M. lysodeikticus
para la mayoria de los grupos. El gen de la enterocina AS-48 no se detectd en
ningun grupo ni cepa aislada. La mitad de los grupos presentan el gen que
codifica para la enterocina A, activa contra M. lysodeikticus y L. innocua.
Ademas, por medio de la técnica de difusion en agar se detecto la actividad

bacteriostatica contra E. coli, S. aureus y L. innocua.

Olvera concluye que los factores de virulencia detectados se relacionan con la
capacidad de colonizar, ademas del papel protagénico que los enterococos

pueden desarrollar en la inocuidad del producto, por la produccion de
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sustancias con actividad antibacteriana; por lo que el riesgo de una infeccién

enterococal por el consumo de queso Cotija, es bajo.

3. Justificacién

En el grupo de trabajo se han aislado enterococos del queso Cotija, los cuales
se ha demostrado que producen compuestos con actividad antimicrobiana
(peptidoglucano hidrolasas y enterocinas), presentan antagonismo contra
microorganismos patdgenos y en caso de presentar factores de virulencia,
éstos se relacionan con la capacidad de colonizar y no de invadir al huésped.
Sin embargo, con la expansion del CC17 a otros ambientes y poblaciones, el
hallazgo de cepas nosocomiales detectadas en humanos sanos, animales
domésticos y de granja, y su potencial distribucion mediante alimentos de
origen animal, vuelve objetable la presencia del género Enterococcus en el
queso Cotija, ya que no se usa un cultivo iniciador caracterizado sino que se
trata de una fermentacién natural.

Ademas, los resultados obtenidos en el grupo de trabajo se determinaron en
grupos de enterococos identificados a nivel de género. Por lo que se propone
generar una coleccion de cepas identificadas a nivel de especie (E. faecalis y
E. faecium), que seran analizadas, por métodos moleculares, particularmente
por tipificacion por secuenciacion multilocus (MLST) con el fin de
diferenciarlas de complejos clonales nosocomiales y determinar la existencia

de un complejo clonal asociado a alimentos.

4. Hipbtesis

Debido a que las cepas analizadas de E. faecium provienen de un alimento,
que es un habitat diferente al nosocomial, entonces estds no perteneceran al
CC17 y si se encontraran estrechamente relacionadas entre si y con complejos

clonales no clinicos.
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5.

5.1

5.2

Objetivos

Objetivo general

Determinar la relacién de cepas de E. faecium aisladas de un alimento
artesanal madurado con cepas de E. faecium aisladas de otros
ambientes utilizando tipificacion por secuenciacion multilocus, asi como

establecer el nexo con respecto al CC17.
Objetivos particulares

Aislamiento de cepas de Enterococcus spp. a partir de quesos Cotija con
al menos 3 meses de maduracion en el lugar de origen y de
agrupaciones de enterococos con los que ya se cuenta en el laboratorio.
Caracterizacion fenotipica de las de cepas de Enterococcus spp.
aisladas.

Identificacion a nivel especie por medio de PCR especie-especffica.
Determinacién de la secuencia tipo de 7 cepas aisladas de quesos
Cotija.

Determinacién de la relacion de las 7 cepas aisladas de queso Cotija

con los complejos clonales reportados en la base de datos de MLST.
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6. Metodologia

Muestra
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Figura 1. Diagrama general de trabajo
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6.1 Descripcion de las muestras

Se analizaron 7 quesos Cotija “Region de Origen” con mas de 3 meses de
maduracion (en el lugar de origen) y almacenados en congelacién a -70 °C
(triturados y homogeneizados omitiendo la corteza del queso) en el laboratorio
desde hace méas de 4 afios (Tabla 1). En el laboratorio existe una coleccion de
muestras de queso Cotija, fueron seleccionadas 3 muestras en las que se
detect6 ADN de microorganismos patdégenos y 4 muestras con calidad
microbiologia aceptable, con el fin de determinar diferencias genémicas entre
los enterococos aislados. Ademas en este trabajo se incluyeron 2 agrupaciones
de Enterococcus spp. que ya se tenian en el laboratorio, 4 cepas de
Enterococcus faecium y 3 cepas de Enterococcus faecalis, aisladas y
caracterizadas anteriormente por el grupo de trabajo, asi como 3 cepas de

coleccion (Tabla 2).

Tabla 1. Muestras de queso Cotija y region de la que fueron obtenidas.

Muestra Region de origen Calidad microbiologica
Queso A Cotija (Mich) Presencia de ADN
Salmonella spp.
Queso B Santa Maria del Oro Presencia de ADN
(Jal) Salmonella spp.
Queso C Quitupan (Jal) Presencia de ADN
Salmonella spp.
Queso D Quitupan (Jal) Aceptable
Queso E Quitupan (Jal) Aceptable
Queso F Quitupan (Jal) Aceptable
Queso G Santa Maria del Oro Aceptable
(Jal)

Tabla 2. Agrupaciones, cepas aisladas y de coleccion utilizadas en este trabajo.

Cepas Origen
Agrupacion 4 Obtenidas por el grupo de
Agrupacion 5 trabajo (Olvera, 2013).

Cepa A Enterococcus faecalis
Cepa B: Enterococcus faecium
CepaC: Enterococcus faecium Aisladas y caracterizadas por
Cepa D: Enterococcus faecium el grupo de trabajo
Cepa E: Enterococcus faecalis (Bravo, 2008).

Cepa G: Enterococcus faecium
Cepal: Enterococcus faecalis
Cepa ATCC 700802: E. faecalis Cepas de coleccion.
Cepa ATCC 29212:E. faecalis
Cepa ATCC 47077:E. faecalis
Cepa MXVK29: E. faecium Dra. Edith Ponce UAM-I
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Una agrupacion consiste en la mezcla de 20 colonias que fueron obtenidas a
partir del aislamiento en medio KAA provenientes de un mismo queso Cotija y

que presentaron crecimiento caracteristico de Enterococcus spp.

La metodologia que se utiliz6 consistié en 8 etapas: preparacion de la muestra,
enriquecimiento, aislamiento, caracterizacion fenotipica, conservacion de la
cepa, extraccién de ADN, PCR especie-especifica e identificacion de las cepas,

y analisis MLST de E. faecium.

6.2 Preparacion de la muestra y enriguecimiento para
Enterococcus spp.

La primera etapa consistié en la preparacion de la muestra, como se indica en
la NOM 110 “Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su analisis
microbiolégico”. Después del descongelado a 4 °C durante 18 h, se pesaron
10 g de muestra dentro de una bolsa estéril (Seward laboratory, London, UK) y
se adicionaron 90 mL de agua peptonada (0.85 % NaCl p/vy 1 % Peptona de
caseina p/). Se homogeniz6 en un Stomacher 400 circulator (Seward
laboratory, London, UK) durante 2 minutos a maxima velocidad.

Para la etapa de enriquecimiento se inoculdé 1 mL de la suspension en caldo
MRS (de Man, Rogosa, Sharpe; OXOID), se incub6 a 37 °C, 250 rpm durante
24 horas en una incubadora INNOVA 4000, New Brunswick Scientific. En el
caso de las agrupaciones de enterococos se tomaron 50 pL de un vial
criogénico y se inocularon en 10 mL de caldo MRS. Se incubd a 37 °C, 250
rpm durante 24 horas. Después del periodo de incubacion se inoculé 1 mL del
cultivo en MRS en caldo etil-violeta-azida (EVA, CONDA) y se incub6 a 37 °C,
250 rpm durante 24 a 48 horas.

6.3 Aislamiento, conservacién, caracterizaciéon bioquimica y
fenotipica

En la etapa de aislamiento, después del periodo de incubacion en caldo EVA
se sembrd por agotamiento en medio sélido de kanamicina-esculina-azida de
sodio (KAA, OXOID), al cual se le agregd6 1 mg kanamicina una vez

reconstituido, las placas se incubaron a 37 °C por 24 horas. A partir de
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colonias con crecimiento caracteristico de Enterococcus spp. se realizo tincion
de Gram, prueba de catalasa y se inoculé en 10 mL de caldo MRS el cual se
incub6 a 37 °C durante 8 horas.

Del cultivo en MRS se llevaron a cabo 3 acciones:

a) Caracterizacion de crecimiento. Se tomaron 100 pL del cultivo, se
inocularon en 10 mL de caldo MRS y se incub6 a 37 °C (con 6.5 %
NaCl), ya 4 °Cy 45 °C. se observo si hubo turbidez alas 24 y 48 h.

b) Conservacion de la cepa. Se tomaron 800 uL del cultivo, se colocaron en
viales criogénicos adicionados con 200 uyL de glicerol (80%) y se
almacenaron a -20 °C.

c) Inoculacion de 100 mL de caldo MRS el cual se incub6 a 37 °C, 250 rpm

por 8 h, el desarrollo se utilizé para la extraccion de ADN.

6.4 Extraccion de ADN

Para la extraccién de ADN se partié de un cultivo 100 mL en caldo MRS. El
crecimiento se detuvo a las 8 h, es decir, durante la fase exponencial de
crecimiento (Olvera-Garcia, 2010). Para separar las células del medio se
centrifugd a 10,015 x g durante 15 min a 4 °C (Biofuge Primo R, Haereus).
Después se realizaron tres lavados con solucion salina isoténica (0.85% plv,
pH 7) y se recuperaron las células centrifugando en las mismas condiciones.
Se utilizd el kit Fast ID Genomic DNA Extraction (Genetic ID, USA), siguiendo
las instrucciones del proveedor. La extraccion de ADN se basa en la liberacién
del material genético, mediante el uso de detergentes y de enzimas, que
rompen Yy digieren las proteinas de membrana celular. E| ADN se une a una
membrana de silica por afinidad y se eliminan contaminantes con lavados con
etanol al 70% para ser finalmente eluido con buffer Tris-EDTA.

Una vez que fue obtenido el ADN de cada cepa se cuantifico utilizando el
espectrofotometro para microplacas Epoch (BioTek, USA) y una placa Take 3
micro-volume (BioTek, USA).
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6.5 Identificacion de cepas de Enterococcus faecalis vy
Enterococcus faecium por PCR especie-especifica

La técnica PCR especie-especifica se basa en la amplificacion de un gen unico
a nivel de especie (presencia-ausencia y tamafo del mismo) el cual permite
hacer una identificacion rapida. La coleccion de cepas aisladas del queso
Cotija y agrupaciones de enterococos comprendié 39 cepas. Debido a la gran
cantidad de muestras a analizar, se uso la reaccion de PCR en tiempo real, ya
que ésta permite, empleando un fluorocromo de unién inespecffica a la doble
cadena de ADN (SYBR Green) identificar fragmentos amplificados de ADN
especificos, a partir de la temperatura de fusion (Tm), que es patrticular para el
fragmento amplificado que se estd buscando, y cuyos resultados son obtenidos
a partir de la observacién de la curva de disociacion.

Los cebadores Ef0027 (Directo e Inverso) flanquean el gen Ef0027 que codifica
para un regulador transcripcional putativo de union a un fosfoazlcar,
permitiendo la amplificacién de un fragmento de 518 pb con una temperatura
de fusién de 79 °- 80 °C, este gen esta presente Unicamente en E. faecalis y
no muestra homologia en otros genomas microbianos, tales como E. faecium
(Liu et al., 2005). Por esta razon fue seleccionado para la identificacion de
Enterococcus faecalis utilizando la reaccion de PCR en tiempo real.

La especificidad de los cebadores se analiz6 por algoritmo BLASTn (Basic
Local Aligment Search Tool, National Center of Biotechnology Information

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

Tabla 3. Secuencia de cebadores y condiciones de PCR especie-especifica para
Enterococcus faecalis.

Cebador Secuencia 5- 3’ Gen Tamafo Tm Condiciones de PCR Referencia
amplicén (°C)
Ef0027 D | GCCACTATTICTCGGA Ef0027 518 pb 79-80 T ciclo: 94 °C, 2 min. Liuetal.,
CAGC (E. faecalis) 30 ciclos: 94°,20 s. 2005
Ef0027 | GTCGTCCCTTTGGCAA 60° 45sy 72°C45s.
ATAA 1 ciclo: 72 °C, 2 min.

Las condiciones de la reaccion fueron: desnaturalizacion inicial a 94 °C durante
2 min, seguida de 30 ciclos de desnaturalizaciéon a 94 °C durante 20 s,
alineamiento o hibridacion a 60 °C durante 45 s y polimerizacion o extension a

72 °C durante 2 min; y una extension final a 72 °C durante 10 min.
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La reaccion de PCR se llevd a cabo en un volumen final de 20 pL usando
mezcla de reaccion SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA),
los cebadores Ef0027p y Ef0027, (0.4 uM) y 50 ng de ADN de cada muestra.

Una vez identificadas las cepas de Enterococcus faecalis, se realizd PCR punto
final para la identificacion de las cepas restantes. Se utilizaron los cebadores
especificos FAC (Directo e Inverso) para amplificar el gen ddl presente en
Enterococcus faecium y reportados por Deparieu et al., en el 2004. El tamafio
del amplicén esperado después de la reaccion de PCR es de 1091 bp, siendo

el criterio de identificacién de las cepas como Enterococcus faecium.

La especificidad de los cebadores se analiz6 por algoritmo BLASTn (Basic
Local Aligment Search Tool, National Center of Biotechnology Information,

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

Tabla 4. Secuencia de cebadores y condiciones de PCR especie-especifica para
Enterococcus faecium.

Cebador Secuencia 5- 3’ Gen Tamafo Tm Condiciones de PCR Referencia
del (°C)
amplicén

FACD GAGTAAATCACTGA ddl 1090 pb 81.1 1 ciclo: 94 °C, 3 min. Deparieu et

ACGA (E. faecium) 30 ciclos: 94 °, 1 min. al. 2004
FACI CGCTGATGGTATCG 54° 1mny72°C, 1

ATTCAT min.

1 ciclo: 7 min 72 °C.

Las condiciones de la reaccién fueron: desnaturalizacion inicial a 94 °C durante
3 min, seguida de 30 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C durante 1 min,
alineamiento o hibridacién a 54 °C durante 1 min y polimerizacion o extension a

72 °C durante 1 min; y una extension final a 72 °C durante 10 min.

La reaccién de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 25 pL usando buffer
Tag+ MgCl, (1x), dNTP’s (0.2 mM), cebadores FACp y FAC, (0.4 uM), 100 ng
de ADN de cada muestra y 0.25 U de Taqg polimerasa (Roche).

Después de la amplificacion, los productos de PCR se examinaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v). La tincion se realizé con bromuro
de etidio 0.1%. Los geles se examinaron en un transiluminador (Hoefer UVTM,
USA).
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6.6

Andlisis MLST de Enterococcus faecium

Siete cepas identificadas como E. faecium fueron analizadas por MLST

(http://efaecium.mist.net; Homan et al., 2002) usando los cebadores disponibles

en http://efaecium.mist.net/misc/info.asp. (Tabla 5).

Tabla 5. Secuencia de cebadoresy condiciones de PCR para MLST de E. faecium

Gen Cebador Secuencia 5'- 3 Tamafio | Condiciones de
amplicon PCR
(bp) Phusion DNA pol
adk adkp TATGAACCTCATTTTAATGGG 437 1 ciclo: 98 °C,
(adeniato cinasa) | 4q, GTTGACTGCCAAACGATTTT 30s
30 ciclos:
98 °C,10s
atpA atpAp CGGTTCATACGGAATGGCACA 556 50°C,30sy
(ATPS'”‘a;?é)s“b“”'dad atpA, AAGTTCACGATAAGCCACGG 72°C, 155
1 ciclo: 72 °C,
dd ddlp GAGACATTGAATATGCCITATG 265 | 10min
(D-alanina:D-alanina ddl
ligasa) I AAAAAGAAATCGCACCG
gdh gdhp GGCGCACTAAAAGATATGGT 530
(glucosa-6-fosfato dh
deshidrogenasa) gan, CCAAGATTGGGCAACTTCGTCC
CA
gyd gydp CAAACTGCTTAGCTCCAATGGC 395
(gliceraldehido-3-fosfato d
deshidrogenasa) ayd CATTTCGTTGTCATACCAAGC
purK purkp CAGATTGGCACATTGAAAG 492
(subunidad urk
fosforibosilaminoimidazol P ! TTCATTCACATATAGCCCG
carboxilasa ATPasa)
pstS pstSp TTGAGCCAAGTCGAAGCTGGA 583
(transportador ABC)
pstS, CGTGATCACGTTCTACTTCC

Los perfiles alélicos fueron obtenidos por la secuenciacion de los fragmentos

internos de siete genes altamente conservados: adk (adenilato cinasa), atpA

(ATP sintasa, subunidad alfa), ddl (ligasa D-alanina:D-alanina), gdh (glucosa-6-

fosfato deshidrogenasa), gyd (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa), purkK
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(subunidad  fosforibosilaminoimidazol  carboxilasa ATPasa) y  pstS
(transportador ABC).

Las condiciones para todas las reacciones de amplificacion fueron las
siguientes: desnaturalizacion inicial a 98 °C durante 30 s, seguida de 35 ciclos
de desnaturalizacion a 98 °C durante 10 s, alineamiento o hibridacion a 50 °C
durante 30 s y polimerizacion o extension a 72 °C durante 15 s y una extension

final a 72 °C durante 10 min.

La reaccion de PCR se llevd a cabo en un volumen final de 50 uL usando buffer
Phusion HF+MgCl, (1x), dNTP’s (0.2 mM), cebadores directo e inverso (0.2
MM) para cada gen respectivamente, 100 ng de ADN de cada muestra 'y 0.5 U
de Phusion DNA polimerasa (Thermo Fisher Scientific, USA).

Después de la amplificacion, los productos de PCR se examinaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v). La tincion se realizd con bromuro
de etidio 0.1%. Los geles se examinaron en un transiluminador (Hoefer UVTM,
USA).

Los productos de PCR fueron purificados con el kit DNA Clean &
Concentrator™-5, (Zymo Research, USA), cuantificados utilizando el
espectrofotometro para microplacas Epoch (BioTek, USA) y una placa Take 3
micro-volume (BioTek, USA), y secuenciados con sus respectivos cebadores
por Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur), mediante secuenciacion de Sanger, la
cual se basa en la polimerizaciéon del ADN con dideoxinucle6tidos (ddNTPs)
marcados con fluoroéforos y se resuelve mediante una electroforesis capilar
(Sanger, 1977).

Las secuencias de cada uno de los loci fueron alineadas con las reportadas en

la base de datos (http://efaecium.mist.net/sql/concatenate/default.asp), una vez

asignado un nimero a cada alelo, se generé un perfil alélico con la
combinacion de los siete alelos y se defini6 una secuencia tipo para cada una

de las cepas.
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Se realizo el andlisis cluster de las secuencia tipo obtenidas, utilizando la base
de datos de MLST (http:/efaecium.mist.net/#) y el algoritmo e-BURST

disponible en linea (http://efaecium.mist.net/eburst/ ).

El algoritmo e-BURST fue desarrollado como una forma de mostrar las
relaciones entre cepas de una especie bacteriana, utiliza un modelo de
evolucion bacteriana en el que un genotipo ancestral (fundador) aumenta la
frecuencia de hallazgo en la poblacién y mientras lo hace comienza a
diversificarse para producir un grupo de genotipos estrechamente relacionados
gue son descendientes del genotipo fundador, mostrando el resultado como un
diagrama radial, el cual tiene al centro el genotipo fundador predicho mientras
que los genotipos relacionados se encuentra conectados entre si. El
procedimiento fue desarrollado para ser usado con los datos producidos por
MLST (Feil et al., 2004).

Es importante mencionar que el diagrama radial producido por el algoritmo de
e-Burst no representa la evolucién bacteriana, simplemente produce una
hipétesis acerca de la forma en que cada complejo clonal pudo haber surgido y

diversificado.

7. Resultados y discusion

Se llevé a cabo el aislamiento de colonias de Enterococcus spp. provenientes
de muestras de queso Cotija “Region de Origen” y de agrupaciones de
enterococos aisladas previamente del mismo alimento (Tabla 6), se ultilizd el
caldo MRS, el cual permite la recuperacion del microorganismo e inhibe el
crecimiento de Gram-negativos debido a la presencia de citrato de amonio. Asi
mismo se utilizd el caldo EVA (medio selectivo), el desarrollo fue abundante y
caracteristico de enterococos, dado el cambio de coloracion de violeta a
amarillo paja. Los cultivos en caldo EVA fueron sembrados por agotamiento en
placas de KAA. Se observd crecimiento tipico del género Enterococcus;
colonias circulares blancas o grises, con un diametro alrededor de 2 mm,
rodeadas de un halo negro debido a la hidrolisis de la esculina. Este medio
también es selectivo para Enterococcus dada la presencia del antibiotico

kanamicina.
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Tabla 6. Colonias seleccionadas de muestras de queso Cotija y agrupaciones de
enterococos.

Muestra Colonias Muestra Colonias
aisladas aisladas
Queso A 3 Queso F Ausencia de
colonias
tipicas
Queso B 4 Queso G 5
Queso C 4 Agrupacion 8
4
Queso D 5 Agrupacién 5
5
Queso E 5 Total 39

Es importante mencionar que del queso F no se logré el aislamiento de
colonias caracteristicas del género Enterococcus, en la etapa de
enriquecimiento se observd crecimiento abundante en el caldo MRS, sin
embargo después de inocular el caldo EVA e incubar durante 48 horas no se
observd crecimiento. Se repitid el analisis a este queso para confirmar el
resultado. EI desarrollo en caldo MRS indica la presencia de bacterias acido
lacticas, sin embargo no se obtuvo desarrollo en un medio selectivo para
enterococos. Debido a que se trata de un queso artesanal al cual no se le
agrega un cultivo iniciador y la microbiota presente depende del ambiente y las
condiciones de maduracion es posible que el género Enterococcus esté

ausente en este queso.

7.1 Caracterizacién parcial de cepas aisladas de queso Cotija y
agrupaciones de enterococos

Los enterococos son bacterias Gram-positivas, no esporuladas, no méviles, no
formadoras de pigmentos, catalasa, reductasa y oxidasa negativas; asi mismo,
son resistentes a la kanamicina, la cual es una resistencia intrinseca y se
encuentra codificada en cromosoma. Con estos datos se hizo una
caracterizacion parcial respecto a su resistencia a la kanamicina, la ausencia
de la enzima catalasa y la tincion de Gram.

Los cultivos en medio EVA, pertenecientes a las 7 muestras de queso Cotija y
las agrupaciones de enterococos, se sembraron por agotamiento en medio
solido KAA. Las colonias obtenidas en este medio lograron hidrolizar la

esculina (Figura 2), se observaron con halos negros alrededor de las mismas,
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debido a la formacién de compuestos fendlicos de hierro derivados de los
productos de hidrélisis de la esculina y Fe*, con lo cual se corrobora la

presencia de enterococos.

De cada placa de KAA se seleccionaron colonias aisladas con crecimiento
tipico y se realizd la técnica de tinciéon de Gram y la prueba de la catalasa
(Tabla 7), se observaron al microscopio para confirmar la presencia uniforme
de cocos Gram-positivos (Figura 3) y la ausencia de la enzima catalasa como

parte de la caracterizacion.

Asi mismo cada colonia caracterizada parcialmente fue inoculada en caldo
MRS vy se incub6 a 37 °C, durante 8 horas, para obtener un cultivo joven, el
cual tiene dos propdsitos, la conservacion de la cepa y la caracterizacion del

crecimiento en diferentes condiciones.

Tabla 7. Tincibn de Gram y prueba de catalasa de colonias aisladas de
Enterococcus spp.

Cepa Cat | Gram Cepa Cat | Gram Cepa Cat [ Gram

Queso A-1 ) () Queso D-3 -) ) Agrupacion @) ()
4-1

Queso A-2 ) +) Queso D-4 ) +) Agrupacion -) +)
4-2

Queso A-3 -) +) Queso D-5 ) (+) Agrupacion ) +)

4-3

Queso B-1 ) ) Queso E-1 ) +) Agrupacion ) +)
4-4

Queso B-2 ) ) Queso E-2 ) +) Agrupacion ) +)
4-5

Queso B-3 ) (+) Queso E-3 | (-) +) Agrupacion ) +)
4-6

Queso B-4 -) +) Queso E-4 ) (+) Agrupacion ) +)
4-7

Queso C-1 ) () Queso E-5 -) () Agrupacion ) ()

4-8

Queso C-2 ) () Queso G-1 | (-) +) Agrupacion ) +)
5-1

Queso C-3 @) () Queso G-2 | () [©) Agrupacion (@) ()

5-2

Queso C-4 -) +) Queso G-3 [ (-) +) Agrupacion ) +)
5-3

Queso D-1 ) () QuesoG-4 | () () Agrupacion ) )

5-4

Queso D-2 O] ©) Queso G5 | (1) ) Agrupacion | (-) (+)
5-5

*Cat= prueba de catalasa
*Agrupacion= cepas de Enterococcus spp.
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Figura 2. Crecimiento tipico del género
Enterococcus spp. en medio KAA; colonias
circulares blancas o grises, con un diametro
alrededor de 2 mm, rodeadas de un halo
negro.

Figura 3. Tincién de Gram de una
colonia aislada de Enterococcus spp.
en medio KAA; se observan cocos
en pares o cadenas cortas Gram-
positivos.

7.2 Caracterizacion del crecimiento de cepas aisladas de
enterococos en diferentes condiciones de cultivo y

conservacion

Se realizd esta caracterizacion inoculando con el cultivo joven tubos con caldo
MRS vy se incubaron a 37 °C (con 6.5% NaCl), y a 4 °C y 45 °C. Todas las

colonias mostraron el crecimiento a las distintas temperaturas, tipico de

enterococos (Tabla 8).

Del cultivo joven en caldo MRS se tomaron 800 pL y se colocaron en viales

criogénicos para su conservacion, adicionados con 200 pL de glicerol (80% V/v)

y se almacenaron a -20 °C. La coleccion de cepas comprende 39 aislados, la

caracterizacion preliminar fenotipica de los aislados sugiere que pertenecen al

género Enterococcus por lo que se continué con la extraccion de ADN de cada

cepa.
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Tabla 8. Caracterizacion fenotipica de cepas aisladas de Enterococcus spp.

Cepa Crecimiento Cepa Crecimiento Cepa Crecimiento
Z°C [ 45°C | 37°C Z°C [ 45°C | 37°C Z°C [ 45°C | 37°C
48h | 24h 6.5 48h | 24h 6.5 48h | 24h 6.5
% % %
NaCl NaCl NaCl
24 h 24 h 24 h
Queso A-1 B @ (+) Queso D-3 (+) (+) +) Agrupacion 4-1 | (+) | (+) [©)
Queso A-2 +) +) +) Queso D-4 ) (+) ) Agrupacion 4-2 | (+) [€) +)
Queso A-3 +) +) +) Queso D-5 +) +) +) Agrupacion 4-3 | (+) +) +)
Queso B-1 OIHG) () Queso E-1 ™ (@) () Agrupacion 4-4 [ () [ (#) ()
Queso B-2 + + +) Queso E-2 ) ©) () Agrupacion 4-5 [ (+) [€) +)
Queso B-3 (+) +) +) Queso E-3 +) (+) +) Agrupacion 4-6 | (+) +) +)
Queso B-4 ] @ +) Queso E-4 ) (+) +) Agrupacion 4-7 [ (+) | (+) (+)
Queso C-1 (+) +) +) Queso E-5 ) (+) +) Agrupacion 4-8 | (+) ) +)
QuesoC-2 [ (1) [ (B | () Queso G-1 # | O | (0 | Agrupacion 5-1 [ (1) | (1) | (%)
Queso C-3 O & () Queso G-2 () () () Agrupacion 5-2 [ () [ (#) )
Queso C-4 (+) €] +) Queso G-3 +) (+) +) Agrupacion 5-3 [ (+) [€) +)
Queso D-1 B & (+) Queso G-4 (+) (+) +) Agrupacion 5-4 | (+) | (+) [©)
QuesoD-2 [ (1) [ (V) | () Queso G-5 + | O | (0 | Agrupacion 55 [ (1) | (1) | (%)

*Agrupacion= cepas de Enterococcus spp.

7.3

Extraccion y cuantificacion de ADN de cepas aisladas de
Enterococcus spp.

Para la extraccion de ADN se utilizd el kit Fast ID Genomic DNA Extraction

(Genetic ID, USA). Debido a que se presentaban concentraciones muy bajas

fue necesario realizar un paso de concentracién hasta un tercio del volumen,

para ello se utilizé el concentrador DNA Speedvac (Savant, USA) y se volvid

cuantificar el ADN (Tabla 9), obteniéndose las concentraciones necesarias para

la reaccién de PCR.

Las cepas A, B, C, D, E, G, e | (Tabla 10) fueron aisladas y caracterizadas por

Bravo en el 2008 e identificadas mediante la secuenciacion de la region V3 del

gen ADNr 16S (Zufiga, 2009). Estas cepas fueron utilizadas en este trabajo

como cepas de referencia junto a las cepas de coleccion ATCC 700802, ATCC
47077 y ATCC 29212, las tres pertenecientes a E. faecalis.
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Tabla 9. Concentracion de ADN de cepas aisladas de Enterococcus spp.

Cepa ADN R Cepa ADN R Cepa ADN R
(ng/uL) 260/280 (ng/uL) | 260/280 (ng/uL) | 260/280

Queso A-1 | 126.967 2.312 Queso D-3 | 33.583 1.731 Agrupacion | 202.628 2.293
4-1
Queso A-2 95.799 2.149 Queso D-4 22.261 3.08 Agrupacion | 279.751 2.237

Queso A-3 | 216.742 2.132 Queso D-5 17.497 2.413 Agrupacion 251.257 1.823
Queso B-1 8.113 2.385 Queso E-1 14.551 2.244 Agr:r-)gclon 376.947 2.217
Queso B-2 2.513 1.846 Queso E-2 60.563 2.407 Agrjg;gcién 235.713 2.125
Queso B-3 21.684 1.935 Queso E-3 52.706 2.19 Agrjr;zcién 54.919 2.292
Queso B-4 21.187 2.033 Queso E-4 19.737 1.933 Agrlzl;gci()n 127.271 1.970

Queso C-1 11.376 2.649 Queso E-5 19.666 2.717 Agrupacion 90.962 1.746

Queso C-2 14.091 2.187 Queso G-1 | 140.913 2.276 Agrupacion 30.727 2.406
5-1
Queso C-3 17.474 2.101 Queso G-2 98.953 2.313 Agrupacion 18.670 1.289

Queso C-4 44.454 2.019 Queso G-3 31.951 2.268 Agrupacion 20.681 2.179

QuesoD-1 | 22208 | 2109 | QuesoG4 | 90.689 | 2292 | Agrupacion | 16.083 | 2.905
5-4

QuesoD-2 | 139.018 | 2207 | QuesoG5 | 151.739 | 2.086 | Agrupacion | 92.653 | 2.220
5-5

*Agrupacion= cepas de Enterococcus spp.

Tabla 10. Concentracion de ADN de cepas de referencia y de coleccion.

Cepa de referencia ADN Cepa de referencia ADN Cepa de coleccion ADN
(ng/uL) (ng/uL) (ng/uL)

Cepa A: E. faecalis 52.346 Cepa E E. faecalis 181.713 ATCC 700802: E. faecalis 141.951

Cepa B: E. faecium 10.158 Cepa G: E. faecium 26.252 ATCC 29212: E. faecalis 159.439

Cepa C: E. faecium 19.973 Cepa I: E. faecalis 99.939 ATCC 47077: E. faecalis 100.525

Cepa D: E. faecium 11.947 MXVK29: E faecium | 141.903

7.4 Identificacion de cepas de Enterococcus faecalis y
Enterococcus faecium por PCR especie-especifica

Para la identificacién de cepas de E. faecalis y E. faecium se utilizaron los
cebadores especificos descritos por Liu et al., 2005 y Deparieu et al., 2004,
respectivamente. Se evalud la especificidad de los cebadores por algoritmo
BLASTn (Basic Local Aligment Search Tool, National Center of Biotechnology

Information). https:/blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi.
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7.5 PCR en tiempo real

La reaccion de PCR en tiempo real permitié la identificacion a nivel de especie
de E. faecalis, a través de la observacion de una curva de disociacion debida a
la presencia del amplicon del gen Ef0027, el cual Unicamente esta presente en
esta especie y codifica para un regulador transcripcional putativo de unién a un
fosfoazlicar, de un tamafio de 518 pb, el cual tedricamente presenta una

temperatura de fusion de 79 °-80 °C.

La temperatura de fusion tedrica fue calculada utilizando la secuencia del
genoma de Enterococcus faecalis ATCC 29212, GenBank: CP008816.1. Se
alinearon los cebadores EF0027 directo e inverso con la secuencia de E.
faecalis utilizando el programa en linea Clustalw2,

(http:/Mmww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) y se obtuvo la secuencia del

amplicén esperado. La secuencia del amplicén fue introducida en el programa

en linea OligoCalc (http://simgene.com/OligoCalc), el cual realiza el célculo de

las propiedades fisicas como la temperatura media de fusion.

Una vez analizada la especificidad de los cebadores se realizo la reaccion de
PCR en tiempo real de los templados de las cepas obtenidas por el grupo de
trabajo y las cepas de coleccion con la finalidad de verificar la amplificacion del
gen Ef0027. En la Figura 4 se observa la curva de disociacion en la que
anicamente el control positivo (cepa ATTC 29212: E. faecalis) presenta un pico
a la temperatura 79.6 °C, lo cual indica que se produjo la amplificacion del gen
Ef0027 y que su temperatura media de fusion coincide con lo esperado,
mientras que el control negativo (cepa D: E. faecium) y el blanco (NTC) no

presentan ningun pico.
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Figura 4. Curva de disociacion obtenida por PCR en tiempo real de la cepa de coleccion
ATTC 29212: E. faecalis.

La reaccién de PCR en tiempo real se realizd por triplicado (Figura 5) para
cada cepa aislada del queso Cotija y de agrupaciones de enterococos, se
incluyd un blanco de reaccién (NTC), se utilizo como control negativo la cepa
D: E. faecium (genoma completamente secuenciado en el grupo de trabajo) y
como control positivo la cepa de coleccion E. faecalis ATTC 29212. En la Tabla
11 se muestran las 13 cepas identificadas presuntivamente como E. faecalis y

su temperatura de fusion.

50 A | QuesoB-1Tm=79.6°C
I’
s ,' ) tt
V54 +
Cepa D: £, foecium
0N -—/—-r—-——»_—-— - T — e, —
NTC
3 %4 —
S “ n " = " w

Figura 5. Curva de disociacion obtenida por PCR en tiempo real de la cepa Queso B-1

aislada del queso Cotija.
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Tabla 11. Cepasidentificadas presuntivamente como E. faecalis por PCR en tiempo real.

Cepa Tm Cepa Tm
Queso A-1 79.9 °C Queso C-2 79.9 °C
Queso A-2 79.6 °C Queso C-4 80.3 °C
Queso A-3 79.9 °C Queso D-1 80.0 °C
Queso B-1 79.9 °C Queso G-2 80.0 °C

Queso B-2 79.6 °C | Agrupacion 5-1 80.0 °C
Queso B-3 79.9 °C | Agrupacion 5-2 79.7 °C
Queso C-1 79.6 °C

7.6 PCR punto final

El gen ddl codifica para una ligasa D-Ala:D-Ala, presente en E. faecium, se
utilizaron los cebadores especificos para este gen, FAC (Directo e Inverso). El
tamafo del amplicon esperado después de la reaccion de PCR es de 1091 bp,
siendo el criterio de identificacién de las cepas de Enterococcus faecium.

Después de analizar la especificidad de los cebadores, se realizd la reaccion
de PCR de punto final de las cepas de referencia y las cepas de coleccién con
la finalidad de verificar la amplificacion del gen ddl en las especies de E.

faecium.

La reaccion de PCR punto final se realiz6 para las cepas restantes aisladas del
gueso Cotija y de agrupaciones de enterococos (Figura 6), se incluyd un blanco
de reaccién (carril 2), se utiliz6 como control negativo la cepa de coleccion E.
faecalis ATCC 47077(carril 3) y como control positivo las cepas C y D de E.
faecium (carriles 4 y 5 respectivamente). En la Tabla 12 se muestran las 12

cepas identificadas presuntivamente como E. faecium.

En total se logré la identificacion de 25 cepas; 13 cepas de E. faecalis y 12
cepas de E. faecium, no se logro identificar a nivel de especie 14 cepas debido
a que probablemente se traten de otras especies de enterococos.

Se han encontrado las especies Enterococcus italicus, Enterococcus
casseliflavus y Enterococcus gallinarum por anotacién con genes marcadores

de copia Unica en el metagenoma de queso Cotija (Escobar, en revision), por lo
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que es posible que algunas de las cepas no identificadas pertenezcan a estas

especies.

En la Tabla 13 se observan las cepas identificadas como E. faecalis y E.
faecium, asi como del queso o agrupacién de la que fue aislado y la regién de

origen.

Figura 6. Gel de agarosa de PCR punto final para detectar gen ddl. Carril 1y 9:
marcador 1 kb DNA Ladder (GeneRuler); carril 2: Blanco; carril 3: Control negativo E.
faecalis ATCC 47077; carril 4y 5: control positivo cepa Cy cepa D de E. faecium; carril
6: cepa A4-1; carril 7: cepa A4-2; carril 8: cepa A4-3; carril 10: cepa A4-4; carril 11: cepa
A4-5; carril 12: cepa A4-6; carril 13: cepa A4-7; carril 14: A4-8; carril 15: Queso G-1; carril
16 cepa Queso E-1.

Tabla 12. Cepasidentificadas presuntivamente como E. faecium por PCR punto final.

Cepa Cepa
Queso D-2 Queso G-5
Queso D-3 | Agrupacion 4-1

Queso E-2 | Agrupacion 4-2

Queso E-4 | Agrupaciéon 4-3

Queso G-3 | Agrupacion 4-6

Queso G-4 | Agrupacion 4-8
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De acuerdo a los resultados obtenidos (Tabla 13) se observa que la poblacién
de enterococos para cada queso es diferente. Esto es debido a que el queso
Cotija es elaborado de manera artesanal, no se usan cultivos iniciadores por lo
que la microbiota presente proviene de las materias primas con las que se
elabora el queso (leche bronca y sal de grano), asi como de las etapas
manuales y del ambiente (Garcia-Saturnino, 2011). Durante su elaboracién no
se incluye ningun tipo de tratamiento térmico por lo que cada queso tiene una

carga microbiana diferente que se va modificando durante la maduracion.

Tabla 13. Cepas identificadas por queso Cotija o0 agrupacién.

Muestra Region de origen Cepas E. faecalis Cepas E. faecium Cepas identificada como
Enterococcus spp
Queso A Cotija (Mich) Queso A-1
Queso A-2
Queso A-3
Queso B Santa Maria del Oro Queso B-1 Queso B-4
(Jal) Queso B-2
Queso B-3
Queso C Quitupan (Jal) Queso C-1 Queso C-3
Queso C-2
Queso C-4
Queso D Quitupan (Jal) Queso D-1 Queso D-2 Queso D-4
Queso D-3 Queso D-5
Queso E Quitupan (Jal) Queso E-2 Queso E-1
Queso E-4 Queso E-3
Queso E-5
Queso F Quitupan (Jal) No fue posible el aislamiento del genero Enterococcus spp
Queso G Santa Maria del Oro Queso G-2 Queso G-3 Queso G-1
(Jal) Queso G-4
Queso G-5
Agrupacion 4 Agrupacion 4-1 Agrupacion 4-4
Agrupacion 4-2 Agrupacién 4-5
Agrupacion 4-3 Agrupacion 4-7
Agrupacion 4-6
Agrupacion 4-8
Agrupacion 5 Agrupacion 5-1 Agrupaciéon 5-3
Agrupacion 5-2 Agrupaciéon 5-4
Agrupacion 5-5

Debido a la importancia del género Enterococcus durante la maduracion del
gueso Cotija, las cepas aisladas e identificadas presuntivamente como E.
faecalis y E. faecium fueron caracterizadas con MLST con el fin de
diferenciarlas de complejos clonales nosocomiales. En este trabajo Unicamente
se realizé el analisis de MLST para E. faecium, el analisis de MLST para E.
faecalis fue realizado por otro miembro del grupo de trabajo (Olvera, en

proceso).
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7.7 MLST de Enterococcus faecium

Para el analisis de MLST de E. faecium se seleccionaron siete cepas, las 4
cepas de E. faecium previamente identificadas, caracterizadas por el grupo de
trabajo y las cuales fueron incluidas en el estudio de evaluacién de inocuidad
de Enterococcus spp. por Olvera en el 2013. Asi como 3 cepas identificadas
durante este trabajo (Tabla 14), el criterio de seleccion fue que provinieran de

diferentes quesos.

Tabla 14. Cepas seleccionadas para el andlisis de MLST de E. faecium

Cepa Origen Cepa Origen
. F Aisladas 'y - i 3
B: E. faecium caractorizadas por Queso D-2 Quitupan (Jal)
. i el grupo de trabajo. _ i A
C: E. faecium (Bravo, 2008) Queso E-2 Quitupan (Jal)
D: E. faecium Queso G-5 S. Ma. del Oro (Jal)
G: E. faecium

Para cada cepa se amplificaron siete genes (adk, atpA, ddl, gdh, gyd, purK y
pstS), de un tamafio de 400 a 600 bp, usando los cebadores y de acuerdo a lo
reportado por Homan y colaboradores en el 2002. Después de la amplificacion,
los productos de PCR se examinaron mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1% (p/v) para comprobar la amplificacién especifica observada por

la presencia de una sola banda.

Figura 7 a Figura7 b
B C D G ap2Qe2 oG5

— — — i p—

Figura 7 c Figura7d

Figura 7. Geles de agarosa obtenidos de los genes gyd, pstS, purK y atpA.
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En la Figura 7a se observa el gel de agarosa para el amplicon del gen gyd (395
bp) para las 7 cepas; en la Figura 7b se observa el gel de agarosa para el
amplicon del gen pstS (583 bp) para las 7 cepas; en la Figura 7c se observa el
gel de agarosa para el amplicon del gen purK (492 bp) para las 7 cepas, por

altimo en la Figura 7d se observa el gel de agarosa para el amplicon del gen
atpA (556 bp) para las 7 cepas.

Los productos de PCR fueron purificados y cuantificados, las concentraciones
obtenidas se muestran en la Tabla 15. Las concentraciones obtenidas fueron
adecuadas en concentracion y calidad para la secuenciacién. Los amplicones
purificados fueron secuenciados por ambas hebras con sus respectivos
cebadores, de esta manera la asignacion de los alelos se realiza de manera
inequivoca, ya que las variaciones en la secuencia son “autentificadas” al
realizar el alineamiento. La secuenciaciéon fue hecha por Macrogen Inc. (Sedl,
Corea del Sur), mediante el método de Sanger.

Tabla 15. Concentracién de los amplicones obtenidos para los siete genes utilizados en
MLST de E. faecium de las siete cepas aisladas de queso Cotija.

atpA ddl gdh purK gyd pstS adk
(ng/uL) | (ng/ub) | (ng/ub) | (ng/ul) | (ng/ul) | (ng/ul) | (ng/uL)

Cepa B 72.4 102.4 108.2 | 218.9 | 110.3 91.2 84.8
Cepa C 53.6 54.8 73.4 126.9 | 107.9 50.6 62.8
Cepa D 51.3 62.2 93.9 73.6 88.1 68.4 64.5
Cepa G 38.2 69.9 86.9 88.7 79.9 70.1 78.2
Cepa QD-2 28.4 47.2 94.9 68.4 61.5 51.8 66.1
Cepa QE-2 31.6 42.9 43.9 75.2 64.8 30.6 62.2
Cepa QG-5 42.3 50.1 72.3 166.8 | 78.8 85.3 77.8

Una vez recibidos los resultados de secuenciacion, se llevd a cabo el
alineamiento utilizando el programa en linea MultAlin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).

En cada caso se aline6 la secuencia obtenida con el cebador directo y la
secuencia complementaria obtenida con el cebador indirecto.

En la Figura 8 se observa el alineamiento de las secuencias obtenidas para el
gen gdh de la cepa Queso E-2 (gdhE2 y gdhEZ2r), la zona de color rojo indica la
coincidencia entre las dos secuencias mientras que las letras en azul y negro

indican discordancia en la secuencia.
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ATTTTTCACGGTTTGTAGCATTACTTGCARTGGAACCGCCAGTAGCATTTTCCGARRAAGARATCCGTACAGARARGATCARRGCATTG
AAATTTTTTTTGGCGCCARCTTARAGATATGGTGCARAATCATATTTTACAGGT TGTAGCATTACTTGCARTGGAARCCGCCAGTAGCATTTTCCGARARAGAARTCCGTACAGAAAAGATCARAGCATTG
seressssssssrrsassssnsenssssssenssssssessH1AlTTCACaGETTETAGCATTACTTGCARTGGAACCGCCAGTAGCATTTTCCGARAAAGARATCCGTACAGARARGATCARAGCATTG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
I I
AAAGCTATCCGCATTTATARCGARGARGAAGTGT TAGARAACTTCGTTCGCGGGCARTATGC TCARGGTGAATTGGATGGTGTACARTTCARGGGCTATCGCGARGAAGACARAGTGGATGC TCARTCAG
AAAGCTATCCGCATTTATARCGARGARGARGTGT TAGAAAACTTCGTTCGCGGGCARTATGCTCARGGTGAATTGGATGGTGTACARTTCARGGGCTATCGCGARGAAGACARAGTGGATGCTCARTCAG
AAAGCTATCCGCATTTATARCGARGARGARGTGT TAGAAAACTTCGTTCGCGEGECARTATGCTCARGGTGAATTGGATGGETGTACARTTCARGGGCTATCGCGARGAAGACARAGTGGATGC TCARTCAG
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I I
AGACTGARACATTCGTCGCAGGCARATTARCTATCGATAACTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGT TTGACTGARARAGGGACTCGGATCARCATCGTATTCARACARGT
AGACTGARACATTCGTCGCAGGCARATTARCTATCGATAACTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGT TTGAC TGARARAGGGACTCGGATCARCATCGTATTCARACARGT
AGACTGARACATTCGTCGCAGGCARATTARCTATCGATAACTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGT TTGAC TGARARAGGGACTCGGATCARCATCGTATTCARACARGT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

I I
TCCTGTTARTGTATTCARAACATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGARAGARGTAGGG
TCCTGTTARTGTATTCARAACATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGARAGAAG TAGGG
TCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGARAGARGTAGGE
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I I
CAAGGATTTGARACGGARCCAATCARAT TGGAAT T TAGAAATAGTGCAGARATGG T TGARAATAGCCCAGAAGCTTACGARARAT TACTATTAGATGCGT TGARTGGTGATGGARCGARCTTCTCTCATT
CAAGGATTTGARRCGGARCCARTCARAT TGGAAT TTAGAAATAGT GCAGARATGGT TGARAATAGCCCAGAAGCTTACGARARAT TACTATTAGATGCGT-GARTGG-GATG-ARCGATTTTACCCT

CAAGGATTTGARRCGGARCCARTCARATTGGAATTTAGAAATAGTGCAGARATGGT TGARAATAGCCCAGAAGCTTACGARARATTACTATTAGATGCGT . GAATGG, GATG, ARCGAacTTacCec, . .

651 [131] 670 681

1 1
GGGACGARGTGCCCARRCTTTGGGGATTAAR

Figura 8. Alineamiento de las secuencias del gen gdh de la cepa Queso E-2.

Una vez obtenida la secuencia consenso para todos los genes de cada una de

las cepas, la secuencia de cada uno de los loci, se alined con los existentes en

la base de datos para conocer el nimero de alelo, sin embargo la base de

datos es tan especifica que es necesario introducir Unicamente el nimero de

caracteres indicados en el tamafio de cada gen, como se muestra en la Figura

9.

MLST 97545,

DATA ANALYSIS

Enterococcus faecium ik Sequente . 51
DATABASES ‘—?‘
® [SEARCH RESULTS
[
c (Your seqguence is of non.standard length
[ standard Gdh abeles are 530 bases in length, your guery s 640 bases ong
a
- please check
o i -
e * YOou have selected the correct locus urrentdy «

o 1he start and énd ponts of your seqQuence are correctly trimmed

]
o ‘11-&.&(- sure all is correct
® J
a: Fleass ¢ e Te alele - &
m E.faeciinm

Figura 9. Captura de pantalla de la base de datos MLST cuando la secuencia introducida

no corresponde al numero de caracteres permitido para cada gen.
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Para obtener el nimero indicado de caracteres requeridos se utilizd un patrén
para cada gen. Para lo cual se seleccion6 de manera aleatoria alguno de los
alelos reportados en la base de datos de MLST, esto permitié “cortar’ las
secuencias y a su vez identificar los cambios en las pares de bases que dan

origen a los diferentes alelos.
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Figura 10. Alineamiento de las secuencias del gen gdh de la cepa Queso E-2 (gdhE2 y
gdhE2r) y la secuencia del patrén gdh 13 (gdhP13).

En la Figura 10 se observa el alineamiento de las secuencias obtenidas para el
gen gdh de la cepa Queso E-2 (gdhE2 y gdhEZ2r) y el uso de una secuencia
patron, el alelo 13 del gen gdh (gdhP13) obtenida de la base de datos. La zona
de color rojo indica la coincidencia entre las tres secuencias, como se muestra
en la imagen la discordancia entre las secuencias (zona azul) se da en los
extremos, donde ya no forma parte de la secuencia de interés, asi mismo en la
posicion 289 y 567 se observa discordancia entre las tres secuencias, pero
concordancia entre la secuencia gdhE2 y gdhE2r, de esta manera se
“autentifica” los cambios en las pares de bases que generan los diferentes
alelos. Este procedimiento se repitié para cada par de secuencias de los siete
genes de cada una de las siete cepas, con el fin de obtener una secuencia

consenso del tamafio indicado en la base de datos para cada gen.

45



Se alined cada una de las secuencias consenso con las existentes en la base
de datos, cuando las secuencias coincidieron el programa asigné el nimero de
uno de los alelos ya identificados; en caso contrario, fue necesario contactar al
curador para la inclusiéon de un nuevo alelo. El resultado obtenido para cada
alelo se muestra en la Tabla 16, la combinacién de los siete niUmeros utilizando

siempre el mismo orden se conoce como perfil alélico.

Tabla 16. Perfil alélico de las cepas de E. faecium aisladas de queso Cotija.

atpA | ddl | gdh | purK | gyd | pstS | adk
CepaB 5 7 5 7 1 1 1
CepaC 51 2 | 12 9 1 1 5
CepaD 3 7 5 7 1 1 1
Cepa G 51 2 | 12 9 1 1 5
CepaQD-2 | 27 3 1 2 1 1 1
Cepa QE-2 | 27 3 | 25 2 1 12 1
Cepa QG-5 8 74 | 12 6 1 1 5

Cada perfil alélico fue concatenado en la base de datos, y la misma asigné un
nimero de secuencia tipo (ST), la secuencia tipo permite la rApida comparaciéon

entre aislados de diferentes ambientes y la asociacién a complejos clonales.

CONCATENATE YOUR OWN ALLELIC PROFILE - Enter your profile below (below each box is
the highest allele number present in the database)

AlpA Ddl CGdh Purk Gyd PstS Adk
| | |

77 65 67 76 45 96 31

| Submit

Figura 11. Captura de pantalla de la base de datos MLST para ejemplificar la
concatenacién de los perfiles alélicos.
En la Figura 11 se observa la captura de pantalla de la base de datos la cual
debe de ser completada con el perfil alélico de cada cepa, esto permite obtener
la secuencia tipo (ST), debajo de cada recuadro aparece el nimero de alelos
reportados en la base de datos, por ejemplo para el gen de atpA existen 77

alelos mientras que para el gen adk existen reportados 31.
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Cepa QD-2

Cepa C

Una vez concatenado cada uno de los perfiles alélicos en la base de datos, el
programa establecio la secuencia tipo para cada una de las cepas, asi como
una tabla de las cepas reportadas en la base de datos que comparten la misma
secuencia tipo (ST).

En la Figura 12 se observa la secuencia tipo obtenida para la cepa Queso D-2
(QD-2), la ST obtenida fue la 135 (renglon sombreado), asi como 2 cepas

reportadas que comparten la misma ST (E1276 y A2504).

Enterococcus faecium - slielic Profiles query results

Your sequence type is 135

Strain 5T

3
k|

Figura 12. Secuencia tipo obtenida para la cepa Queso D-2 (QD-2).

En caso de que la secuencia tipo no se encuentre reportada en la base de
datos, aparece la leyenda “secuencia tipo no encontrada” y debajo una tabla

con las cepas reportadas que comparten seis de siete alelos.

Enterococcus faecium - Allelic Profiles query results

Your sequence type is not found, the closest matches are shown below

ST Serotype Gdh | Purk

|
I
l
l
l
l

Figura 13. Secuencia tipo obtenida para la cepa C.

En la Figura 13 se observa el resultado obtenido para la cepa C, esta
secuencia tipo no habia sido reportada, en la tabla se muestran STs de cepas
parecidas, como se observa en la tabla la cepa C comparte seis alelos (ddl,
gdh, purK, gyd pstS y adk) con la ST 44, ST 156y ST 217.
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Es importante mencionar que la mayoria de las secuencias tipo obtenidas
resultaron ser nuevas. Ya que se trata de una técnica epidemiologica, la base
de datos esta integrada en su mayoria por por aislados clinicos, de humanos y
de animales, sin embargo en los Ultimos afios se ha enriquecido con aislados
de distintos ambientes incluyendo alimentos, con lo cual se ha permitido
dilucidar la divergencia de cepas patdbgenas de este microorganismo
ampliamente distribuido en la naturaleza (Giraffa, 2003).

De las siete cepas aisladas de queso Cotija analizadas con MLST, comprenden
4 secuencias tipo nuevas (ST 1045, ST 1046, ST 1047 y ST 1048), el hallazgo
de un nuevo alelo para el gen ddl (ddl 74) y dos cepas reportadas en la base
de datos, la cepa B (ST 820) y la cepa QD-2 (ST 135). Se presenta en la Tabla

18 los perfiles alélicos de las siete cepas.

Tabla 17. Secuenciastipo de los tres linajes principales del CC17 reportadas en la base
de datos de MLST de E. faecium.
ST | atpA | ddl | gdh | purK | gyd | pstS | adk

17 1 1 1 1 1 1 1
78 15 1 1 1 1 1 1
18 7 1 1 1 5 1 1

Tabla 18. Secuenciastipo de las cepas de E. faecium aisladas de queso Cotija.

Cepa ST Region Afio | atpA | ddl | gdh | purK | gyd | pstS | adk
Cepa B 820 La Tinaja 2008 5 7 5 7 1 1 1
(Michoacan)
Cepa C 1045 S. Ma. del Oro 2008 51 2 12 9 1 1 5
(Jalisco)
Cepa D 1046 S. Ma. del Oro 2008 3 7 5 7 1 1 1
(Jalisco)
Cepa G 1045 La Tinaja 2008 51 2 12 9 1 1 5
(Michoacan)
Cepa QD-2 135 Quitupan 2015 27 3 1 2 1 1 1
(Jalisco)
Cepa QE-2 1047 Quitupan 2015 27 3 25 2 1 12 1
(Jalisco)
Cepa QG-5 | 1048 S. Ma del Oro 2015 8 74 | 12 6 1 1 5
(Jalisco)
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De acuerdo a la hipétesis planteada, ninguna de las cepas de E. faecium
aisladas de queso Cotija pertenece al complejo clonal CC17 (Tabla 17), el cual
esta integrado por tres linajes principales ST 17, ST 18 y ST 78 (Willems et al.
2012). Sin embargo, no se establecié un complejo clonal de las cepas aisladas
de alimentos. Aunque se esperaba que las cepas estuvieran estrechamente
relacionadas entre si, esto sucedié de manera parcial, la cepa C y G se
encuentran en la misma secuencia tipo; asi mismo, la cepa B y D se
encuentran estrechamente relacionadas entre si comparten seis alelos (ddl,
gdh, purK, gyd, pstS, adk). Sin embargo, entre las cuatro cepas Unicamente
comparten dos alelos (gyd y pstS). Estas cepas fueron aisladas de dos quesos
distintos, uno de la rancheria “La Tinaja” en Michoacan y otro de Santa Maria
del Oro en Jalisco durante una misma colecta en el afio 2005. La cepa QD-2y
QE-2 comparten 5 alelos (atpA, ddl, purK, gyd y adk) entre si y fueron aisladas
de dos quesos que provenian de Quitupan Jalisco elaborados por diferentes
productores. Por Ultimo la cepa QG-5 comparte cuatro alelos (gdh, gyd, pstS y
adk) con la cepa C y G, esta cepa fue aislada de un queso que provenia de
Santa Maria del Oro. Las cepas QD-2, QE-2 y QG-5 comparten entre si un solo
alelo (gyd), y fueron aisladas de tres quesos distintos, de una misma colecta en
el afio 2011. Como se menciono al principio, el queso Cotija es elaborado de
manera artesanal y durante su elaboracion no se incluye ningin tipo de
tratamiento térmico ni cultivos iniciadores, por lo que inicialmente tiene una
carga microbiana diferente que ademas va cambiando durante la maduracién.
Durante la elaboracion existen puntos criticos que son posibles fuentes de
inoculacién de microorganismos, como la ordefa, el tiempo de reposo de la
leche a temperatura ambiente, el amasado y salado manual, y la maduracion
(Garcia-Saturnino, 2011). Asi mismo la inoculacion puede provenir del equipo
de ordefa, los utensilios para la elaboracion del queso y el uso de agua
contaminada durante su elaboracion o limpieza del equipo (Gelsomino et al.,
2002). Debido a la diversidad de fuentes de donde pueden provenir los
enterococos resulta dificil que se establezca un solo grupo entre estos aislados,
entre las siete cepas comparten unicamente un solo alelo (gyd), sin embargo
se observé una cierta relacién entre las cepas que provenian de una misma

colecta.
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En la base de datos de MLST existen reportadas 5 cepas aisladas de quesos,
sin embargo la informacion proporcionada resulta muy pobre, ya que no se
informa de que tipo de queso fueron aisladas. Como se observa en la Tabla 19,
la cepa A0O037 y A0038 fueron aisladas de un queso italiano y pertenecieron a
la ST 22. Es un resultado similar al obtenido para las cepas C y G, las cuales
se encuentran asociadas en la misma ST (1045). La cepas E1611, E1604 y
E1607 fueron aisladas de un queso durante un brote alimenticio en Noruega (la
base de datos no proporciona mayor informacion), las secuencias obtenidas
son Unicas, sélo existe una cepa asociada a cada secuencia tipo (ST 72, 75y
76 respectivamente) sin embargo se observa una estrecha relacién entre
E1604 y E1607, las cuales comparten 6 alelos entre si, como en el caso de las

cepasBy D.

Tabla 19. ST de cepas aisladas de queso reportadas en la base de datos MLST de

E. faecium.

Cepa | Ambiente Pais ST | atpA ddl gdh purK gyd | pstS | adk
A0037 Queso Italia 22 2 3 1 2 1 1 1
A0038 Queso Italia 22 2 3 1 2 1 1 1
E1611 Queso Noruega 72 3 1 1 2 13 1 1
E1604 Queso Noruega 75 13 8 8 23 6 28 11
E1607 Queso Noruega 76 13 8 10 23 6 28 11

Resulta complicado establecer analogias entre nuestros aislados y las cepas
aisladas de quesos reportadas en la base de datos debido a la escasa
informacion proporcionada, sin embargo las cepas analizadas durante este
trabajo fueron incluidas en la base de datos de MLST y de esta manera se

enriquecio la base de datos con aislados alimenticios.

7.8 Andlisis de las ST de las cepas aisladas de queso Cotija

Se analizé la secuencia tipo obtenida para cada una de las cepas, haciendo
hincapié en las cepas reportadas en la base de MLST, relacionadas con
nuestros aislados, ninguno de los aislados nosocomiales relacionados
pertenece al CC17, sin embargo el CC17 fue nuestro criterio de comparacion.
Es importante recordar que las cepas B, C, D y G fueron incluidas en un trabajo

previo. De acuerdo a los resultados obtenidos por Olvera en el 2013, no se
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detectd el gen para la citolisina (cylA) para ninguna de las cepas, la cepa B es
la Unica que cepa tiene el gen para la sustancia de agregacion (asa) y el gen
gue codifica para la proteina de superficie (esp), por lo que los factores de
virulencia detectados se relacionan con la capacidad de colonizar y no existe
riesgo de una infeccion producida por estas cepas. También durante este
estudio se evalu6 la resistencia al antibidtico vancomicina usando Ila
concentraciéon minima inhibitoria (MIC) recomendada por el Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) que es de 256 pg/mL, y una segunda
concentracion previamente reportada en el grupo de trabajo (20 pg/mL) (Bravo,
2008). Los resultados mostraron que ninguna cepa tiene capacidad de crecer
en presencia de las concentraciones evaluadas del antibiético vancomicina.

En la Tabla 20 se muestran los resultados obtenidos para las cepas By D que
se encuentran relacionadas entre si (comparten 6 alelos), esto es un resultado
gue se esperaba debido a que provienen de un mismo nicho ecoldgico. Ya que
se tratan de secuencias tipo no reportadas o no se encuentra la informacion

disponible, también se muestran los resultados de otras cepas relacionadas.

Tabla 20. Secuenciastipo de las cepas By D de E. faecium aisladas de queso Cotija.

Cepa ST Ambiente Pais Afo | atpA | ddl | gdh | purK | gyd | pstS | adk
Cepa B | 820 Queso México 2008 5 7 5 7 1 1 1
madurado art.
Cepa D | 1046 Queso México 2008 3 7 5 7 1 1 1
madurado art.
E0203 27 Ternero Holanda 1996 2 7 5 7 1 1 1
(Heces)
E0463 27 Perro (Heces) Holanda 1996 2 7 5 7 1 1 1
E1574 27 Perro (Heces) Bélgica 1995 2 7 5 7 1 1 1
E2071 27 Awe de corral Dinamarca | 2001 2 7 5 7 1 1 1
E0120 27 Hum hosp Holanda 1996 2 7 5 7 1 1 1
(Ascitis)
AO0161 | 212 Hum sano Brasil ND 15 7 5 7 1 1 1
(Heces)

Como se observa en la Tabla 20 la mayoria de las cepas relacionadas son de
origen fecal y pertenecen a la ST 27. Los enterococos son bacterias autoctonas

del tracto gastrointestinal de humanos y animales, que una vez que son
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expulsados al medio son capaces de colonizar diversos nichos, por lo cual se
encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente (Giraffa, 2003). Si bien la
mayoria de las cepas relacionadas son de origen fecal, la inoculacién pudo
suceder de manera indirecta, la ubre de las vacas esta expuesta al ambiente y
estan en continuo contacto con el suelo, plantas y otros animales o de las
manos de humanos que en un ambiente rural estan en constante contacto con
animales de granja y domésticos, con lo cual pudo ocurrir la inoculacién en
cualquiera de las mlltiples etapas manuales. Asi mismo la inoculacion puede
provenir del equipo de ordefia, los utensilios para la elaboracién del queso vy el
uso de agua contaminada durante su elaboracion o limpieza del equipo
(Gelsomino et al., 2002). Por lo tanto, aunque el origen de las cepas es diverso
como terneros, aves de corral o perros, todos estos individuos pueden ser
encontrados en el ambiente rural donde se produce el queso Cotija. Se ha
reportado la aparicién de cepas de E. faecium resistentes a antibioticos entre
animales de granja, destinados al consumo humano y domésticos (Van den
Bogaard et al., 2000). De acuerdo a lo reportado en la base de datos la cepa
E0203 (becerro) y E0463 (perro) presentan el gen VanA. El fenotipo VanA se
caracteriza por la resistencia a altos nivel tanto a la vancomicina y teicoplanina
(Arthur et al., 1996); Sin embargo, aunque no se ha dilucidado de manera
concisa la forma en que estas cepas adquieren estos genes, existe evidencia
que el uso desmedido de antibioticos en la medicina veterinaria asi como su
uso como factores de crecimiento durante la crianza de ganado, como el caso
de la avoparcina (Aarestrup, 1995; Bager et al., 1997; Wegener et al., 1999),
genera reservorios de cepas resistentes, y se sugiere que se pueden propagar
entre los mismo animales y humanos que estan en estrecho contacto con
ellos. De la misma manera la cepa E0120 presenta el gen VanA, sin embargo
es de origen nosocomial, esta caracteristica le permite sobrevivir a altos niveles
de vancomicina y teicoplanina durante la medicacidn, esta cepa fue aislada de
un paciente con ascitis, la ascitis es la presencia de liquido seroso en el
espacio peritoneo visceral y peritoneo parietal, sin embargo en condiciones
normales este liquido es estéril, la presencia de bacterias indica peritonitis
bacteriana espontanea (PBE), la cual es una complicacion grave que se
produce escasamente en pacientes con cirrosis y ascitis (Pinzello et al., 1983).

Se ha reportado que los enterococos pueden actuar como patdégenos
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nosocomiales y causar infecciones intra-abdominales como en este caso
(Murray, 1990; Morrison et al., 1997). Unicamente para la cepa B se detecto el
gen esp que codifica para la proteina de superficie de enterococos, el cual se
ha asociado con las cepas pertenecientes al CC17; sin embargo, no presento
el alelo 1 del gen purK caracteristico de las cepas del CC17 (Homan et al.,
2002), asi mismo ninguna de las dos cepas aisladas de queso Cotija son
resistentes a vancomicina con lo que se descarta toda posible asociacién con

cepas nosocomiales.

Tabla 21. Secuenciastipo para la cepas Cy G de E. faecium aisladas de queso Cotija.

Cepa ST Ambiente Pais Afio | atpA | ddl | gdh | purK | gyd | pstS | adk
Cepa C | 1045 Queso México 2008 | 51 2 12 9 1 1 5
madurado art.
Cepa G | 1045 Queso México 2008 | 51 2 12 9 1 1 5
madurado art.
E1221 44 Ternero Holanda 1996 3 2 12 9 1 1 5
(Heces)
EQ788 44 Hum hosp Holanda 2000 3 2 12 9 1 1 5
(Heces)
E0696 156 Aguas Reino ND 5 2 12 9 1 1 5
residuales unido
A0167 217 Cerdo Brasil ND 21 2 12 9 1 1 5

En la Tabla 21 se muestran los resultados obtenidos para la cepa C y G las
cuales comparten la misma secuencia tipo, lo cual es un resultado esperado
debido a su procedencia. Ya que se trata de una nueva secuencia tipo se
muestran las cepas vinculadas. De nuevo observamos que las cepas
vinculadas son de origen fecal aisladas de animales de granja (ternero y
cerdo), en este caso no existe informacion disponible acerca de genes Van o
resistencia a antibioticos. Observamos que la cepa E0788 sin ser patégena es
de origen nosocomial y fue aislada de las heces de un paciente (no se
especifica el padecimiento) durante un sondeo hospitalario, debido a su origen
intestinal es normal encontrar enterococos en las heces de humanos sanos y
hospitalizados, esta cepa presenta el gen VanA vy resistencia a glicopéptidos.
Se ha reportado que los enterococos son comensales inofensivos en humanos

sanos, sin embargo son patégenos nosocomiales oportunistas en pacientes
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gue han tenido una estadia larga en hospitales, en pacientes que se
encuentran inmunocomprometidos o en pacientes de edad avanzada, aunque
la resistencia a antibioticos no se considera un factor de virulencia nos habla de
la capacidad que tiene el microorganismo de sobrevivir a la medicacion durante
el tratamiento de una infeccion. A pesar de que la cepa C y la G comparten 6
alelos con la cepa E0788 (humano hospitalizado), no se detectd la presencia
de los genes que codifican para la citolisina (cylA), proteina de superficie de
enterococos (esp) y sustancia de agregacion (asal), ni el alelo 1 del gen purK
caracteristico de las cepas del CC17, ni resistencia a la MIC (256 pg/mL) de
vancomicina con lo que se descarta toda posible asociaciébn con cepas
nosocomiales.

En la Tabla 22 se muestra el resultado para la cepa QD-2 la cual pertenece a la
secuencia tipo 135, comparte ST con las cepas A2504 y la cepa E1276,
mientras que con la cepa QE-2 comparte cinco alelos (atpA, ddl, purK, gyd y
adk).

Tabla 22. ST de la cepas QD-2 y QE-2 de E. faecium aisladas de queso Cotija.

Cepa ST Ambiente Pais Afno | atpA | ddl | gdh | purK [ gyd | pstS | adk
Cepa QD-2 | 135 Queso México 2015 27 3 1 2 1 1 1
madurado art.
A2504 135 Hum sano Rusia 2008 27 3 1 2 1 1 1
(Heces)
E1276 135 Hum hosp Alemania | ND 27 3 1 2 1 1 1
(Sangre)
Cepa QE-2 | 1047 Queso México | 2015 27 3 25 2 1 12 1

madurado art.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se observa que la cepa A2504 fue
aislada de las heces de un humano sano, sin embargo la cepa E1276 fue
aislada de sangre de un humano hospitalizado, bacteremia es el nombre que
se le da a este padecimiento. No existe informacion disponible acerca de genes
Van o resistencia a antibiéticos para ninguna de las dos cepas. Se ha reportado
que los enterococos son reconocidos como los principales patégenos
nosocomiales que causan bacteremia (Murray, 1990; Morrison et al., 1997). La

razon por la que un enterococo pasa de ser un comensal a un patdbgeno no se
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ha determinado. Inicialmente se creia que la infeccion era producida por cepas
enddgenas, sin embargo parece ser que se trata de cepas adquiridas a nivel
hospitalario, las cuales se encuentran bien adaptadas para prosperar en la
microbiota de los pacientes hospitalizados y las cuales se han enriquecido de
distintos genes de virulencia y de resistencia a antibioticos (Palmer et al.,
2014). Se ha determinado que el personal sanitario juega un papel importante
en la transmisién de estas cepas a los pacientes (mediante inoculacion por
catéteres venosos o urinarios, o durante la higiene de suturas quirdrgicas), asi
como la presién selectiva ejercida por antibiéticos de amplio espectro lo cual
contribuye a la seleccidon de cepas resistentes al erradicar el resto (Bonten, et
al., 2001). A pesar que las cepas QD-2 y QE-2 no presentan el alelo 1 del gen
purK, observamos que la cepa QD-2 tiene 4 alelos con el nUmero 1, sabemos
que la ST 17 presenta en todos sus loci el alelo 1, para deslindar la cepa QD-2
claramente de la cepa nosocomial E1276 (bacteremia), es necesario
determinar los factores de virulencia que posee y conocer su resistencia a
antibioticos, ya que se encuentran en la misma secuencia tipo. Es probable que
las cepas QD-2 y QE-2 sean de origen humano y que hayan sido inoculadas en

alguna de las mdltiples etapas manuales.

Tabla 23. Secuencia tipo de la cepa QG-5 de E. faecium aislada de queso Cotija.

Cepa ST Ambiente Pais Afo | atpA | ddl | gdh | purK | gyd | pstS | adk
Cepa QG-5 | 1048 Queso México | 2015 8 4 12 6 1 1 5
madurado art.

E1283 130 Hum hosp Alemania [ ND 8 4 12 9 1 1 5
(sangre)

A0165 216 Hum sano Brasil ND 15 4 12 6 1 1 5

A2401 518 Hum hosp Espafia | 1997 5 4 12 6 1 1 5
(Heces)

A2501 545 Hum sano Rusia 2008 14 4 12 6 1 1 5
(Heces)

De acuerdo a los resultados de la Tabla 23, se observa que la secuencia tipo
de la cepa QG-5 no habia sido reportada previamente y se muestran las cepas
relacionadas con las que comparte 6 alelos, siendo cada una de una ST
distinta. Sin embargo, todas las cepas son de origen humano ya sea sano u

hospitalizado, de nuevo se observan cepas de origen fecal y un caso de
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bacteremia. No existe informacidn disponible acerca de genes Van, factores de
virulencia o resistencia a antibioticos de las cepas relacionadas, asi mismo la
cepa QG-5 no ha sido caracterizada con respecto a resistencia a antibiéticos y
factores de virulencia. No presenta el alelo 1 del gen purK y sélo comparte dos
alelos con la ST 17 (gyd y pstS). Por lo tanto, sélo se puede concluir que la
cepa QG-5 probablemente sea de origen fecal humano y que posiblemente

haya sido inoculada en alguna de las mdltiples etapas manuales.

7.9 Andlisis e-BURST

El primer paso del algoritmo consiste en dividir los datos de entrada en grupos
de ST que tienen seis alelos 0 menos de similitud en el perfil alélico, ya que el
algoritmo de e-BURST se basa en la similitud en las STs, ya que de esta
manera determina el descenso desde un mismo genotipo fundador y las
relaciones mas distantes entre los grupos. El término grupo se utiliza como un
término neutro para una coleccion de STs que son colocadas juntas por e-
BURST, mientras que un complejo clonal es un conjunto de STs que desciende
de un mismo genotipo fundador (Feil et al.,, 2004). El genotipo principal
fundador es definido como la ST que difiere de la mayoria de las STs en un
s6lo alelo, asi la diversificacion del genotipo fundador dara lugar a variantes
conectados entre si de manera que solo difieren en uno de los siete loci (SLV).

Para cada grupo se muestra el nimero de grupo, las STs que pertenecen al
grupo, el total de aislados vy, si es posible, el genotipo fundador. También se
muestra la distancia media entre las STs en el grupo y es calculada a patrtir del
nimero promedio de diferencias entre sus perfiles alélicos. Algunas STs que no
pudieron ser agrupadas, se muestran debajo de todos los grupos, se conocen
como ST unicas (Feil et al., 2004).

En la base de datos hay reportados 2195 aislados, los cuales estan distribuidos
en 745 STs, que a su vez dan origen a 11 grupos.

La configuracién predeterminada de e-BURST para la agrupacién es la mas
estricta (conservadora), donde todos los miembros asignados al mismo grupo
comparten 2 6 alelos de los 7 loci, con al menos otro miembro del grupo. Sin
embargo, de esta manera solo la cepa QD-2, la cual pertenece a una

secuencia tipo previamente reportada podia ser agrupada. Por lo que se definio
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un enfoque menos estricto para la agrupacion, arbitrariamente se modificd a un
valor 2 5 de los 7 loci. En la Tabla 24 se muestran los resultados obtenidos, se
definid un cédigo de e-BURST para las cepas, se tiene que asignar un nimero
a partir de 10,000. Como se observa en la Tabla 24 todas las cepas se
encuentran en el grupo 1, el cual tiene como ST fundadora principal la ST 17,
en este grupo se encuentra la ST 17, ST 78 y ST18, es decir el CC17. Sin
embargo, esto no indica que estén estrechamente relacionadas con el CC17.
Debido a que se le dio un enfoque mas relajado fue posible agruparlas, ya que
comparten 5 alelos con algin miembro lejano de este grupo. Como se observa
en los valores de distancia promedio (la cual es una medida de la diferencia
entre los perfiles alélicos de una ST con respecto a la ST fundadora) las cepas
aisladas del queso Cotija se encuentran muy alejadas de la ST 17 (ST

fundadora). Lo cual se corrobora con el diagrama radial (Figura 14).

Tabla 24. Analisis e-Burst para las siete cepas aisladas de queso Cotija

Cadigo Grupo ST Distancia | Numero de
e-Burst fundadora | Promedio aislados
Cepa B 10001 1 17 4.69 1
Cepa C 10002 1 17 5.13 2
Cepa D 10003 1 17 4.79 1
Cepa G 10002 1 17 5.13 2
Cepa QD-2 135 1 17 3.94 1
Cepa QE-2 10004 1 17 5.20 1
Cepa QG-5 10005 1 17 5.19 1

El diagrama radial muestra toda la base de datos de MLST de E. faecium. Las
STs estan representadas por nodos en el diagrama y estan etiquetadas con su
respectivo numero. El color azul indica el genotipo fundador principal, el color
amarillo una secuencia fundadora secundaria y el color negro una ST
cualquiera. Las areas de cada uno de los circulos indican la prevalencia de la
ST en la base de datos de MLST y se encuentran conectadas de manera que
muestran los patrones de descenso, ya que cada ST conectada difiere en un
solo alelo de su anterior. Las STs 17, 18 y 78 pertenecientes al complejo clonal
17 (CC17) estan marcadas con flechas rojas, mientras que los aislados de

gueso Cotija se muestran con flechas negras y el nombre de la cepa.

57



00t PUGHGET, T57¢ S0 290 W0 ) o B8, T, 58, g gy
# o5

L
%8 0 o
oM s .,
', s

Figura 14. Diagrama de poblacion de E. faecium elaborado con e-Burst.

Como se observa en el diagrama radial (Figura 14) las cepas aisladas del
queso Cotija “Region de Origen” se encuentran muy alejadas del CC17, en los
casos de la cepa B, cepa D y QE-2, no fue posible relacionarlas de manera
directa ya que se observan en el exterior, las cepas C, G, QG-5 y QD-2 se
encuentran relacionadas a cepas muy distantes del CC17 ya que se observan
en las ramificaciones terminales. No se formé un complejo clonal de las cepas
aisladas del queso Cotija, debido a la diversidad de fuentes de donde pueden
provenir los enterococos, no es posible que se establezca un solo grupo entre

estos aislados.
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8. Discusioéonfinal

Los enterococos son microorganismos ubicuos, pero tienen un habitat
predominante en el tracto gastrointestinal de humanos y animales, debido a su
capacidad de sobrevivir a ambiente adversos, una vez expulsado son capaces
de colonizar diversos nichos. Ya sea por contaminacion ambiental o agregados
como cultivos iniciadores, suelen estar asociados a alimentos fermentados
donde juegan un papel importante en el desarrollo de propiedades
organolépticas deseables. Con la expansion del CC17 a diversos ambientes y
poblaciones, el incremento en el hallazgo de cepas resistentes a antibidticos y
que portan factores de virulencia en humanos sanos, animales de granja y
domeésticos (Willems y van Schaik, 2009), asi como su potencial distribucion a
través de alimentos, es una cuestion preocupante. A pesar que las diferencias
entre un enterococo patdégeno y una cepa inocua que puede ser utilizada como
cultivo iniciador o probidtico en alimentos no han sido establecidas con
claridad, la tipificacion con MLST apoyado con la deteccion de genes de
factores de virulencia y la resistencia a antibidticos han proporcionado una
herramienta para la distincion entre estos aislados. Se menciona que es una
linea delgada la que separa a los enterococos patégenos de los comensales
inofensivos; sin embargo, es un proceso que involucra multiples factores, tanto
en el microorganismo como en el hospedero, por ejemplo, en los enterococos
la adquisicion de genes de resistencia a antibidticos y factores de virulencia,
son factores determinantes. La edad, el estado inmune, la presencia de
catéteres venosos o urinarios, son factores que influyen por parte del
hospedero. Contrario a lo que se piensa, se ha demostrado que las infecciones
adquiridas en el hospital no son causadas por cepas de E. faecium que
normalmente residen en el intestino, sino que son causadas por cepas
especificas de E. faecium que se adquieren durante la hospitalizacion, que
estan bien adaptadas para prosperar en la microbiota perturbada de los
pacientes hospitalizados y que gradualmente han adquirido distintos genes de
virulencia y de resistencia a antibidticos (Palmer et al., 2014). Por lo tanto es
necesario deslindar cepas inocuas Yy enriquecer la base de datos de MLST con
aislados de diversos alimentos y de esta manera generar un panorama mas

amplio de este controvertido microorganismo.
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En conclusién los resultados del presente estudio demostraron la presencia de
4 nuevas secuencias tipo con lo que se enriquecio la base de datos con
aislados de alimentos, ademas los resultados de tipificacion apoyado con los
resultados previos del grupo de trabajo, indican que las cepas de E. faecium
aisladas de queso Cotija “Regién de Origen” no se encuentran relacionadas
con el complejo clonal 17 (CC17) y su presencia en el queso Cotija no
representa un riesgo, ya que no soOlo contribuyen en el desarrollo de

propiedades sensoriales, sino que por la produccién de sustancias con
actividad antimicrobiana que contribuyen a la inocuidad del producto.
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. Conclusiones

La presencia de bacterias del género Enterococcus en la microbiota del
gueso Cotija artesanal madurado es frecuente.

El método de aislamiento selectivo fue eficiente para poder aislar
miembros del género Enterococcus.

El juego de cebadores Ef0027, que tiene como blanco el gen homdnimo,
permite la deteccidon de la especie Enterococcus faecalis y el juego de
cebadores FAC, que flaquean el gen ddl, permite la deteccion de la
especie Enterococcus faecium.

Se aislaron 39 cepas de Enterococcus spp. de diferentes piezas de
gueso Cotija con 3 meses de maduracion. De estas: 13 cepas fueron de
E. faecalisy 12 de E. faecium y el resto de otras especies.

Las siete cepas de E. faecium aisladas de queso Cotija “Region de
Origen”, analizadas por MLST, comprenden 4 secuencias tipo nuevas
(ST 1045, ST 1046, ST 1047 y ST 1048). La cepa B y la cepa QD-2
pertenecen a una ST reportada, ST 820y ST 135, respectivamente.

Los resultados de la tipificacion por MLST sugiere que las cepas de E.
faecium aisladas de queso Cotija “Region de Origen” no estan
relacionadas con el complejo clonal 17 (CC17).

No se logré establecer un complejo clonal de aislados de alimentos; sin
embargo, se observa una relacion entre las cepas aisladas que

pertenecen a una misma colecta.
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10.

Perspectivas

Determinar a nivel de especie la identidad de las cepas de
Enterococcus spp. aisladas que no fueron identificadas como E. faecium
o E. faecalis, con el fin de determinar el papel que desarrollan otras
especies de enterococos durante la maduracion del queso Cotija.
Determinar los factores de virulencia y resistencia a antibiéticos de las
cepas QD-2, QE-2 y QG-5, con el fin de profundizar su caracterizacion.
Se propone la determinacibn de genes que codifican para las
descarboxilasas implicadas en la produccion de aminas bidégenas vy la

resistencia a una amplia gama de antibioticos.
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http://efaecium.mlst.net/eburst/

e MultAlin

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/

e OligoCalc

http://simgene.com/OligoCalc
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12. Anexos

Alineamiento de las secuencias obtenidas para cada uno de los genes
utilizados en MLST, realizados con el programa en linea MultAlin.
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/)

CepaB

Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen atpA de lacepaB.

1 10 20 30 40 50 B0 0 80 90 100 110 120 130

| |

atpA-Bf AGGGATGGTATGTATCATTATC
atpA-Br GACGCCCTCCCTAGCCGGCACCCAGGCGCGGCACCATTREECGCGCCCGCGTGAGTTTTTTTITITTTITITITITCCGGT TCATTAGGAATGGCACARARCTARGAGTCARATGATGTAGGTATCATTATC
CONSEMSUS  suseasassesssstsesssssssesessssnsesssssessstttnsasesesststsssstatastststssatssssesssststsnsessssssssnsnsssssss fiaagaagiTAgGTATCATTATC

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 2d0 250 260

I I

atpA-Bf ATTGCGCGATTTCGAGTCCATTCGTGARGGAGATGAAG TARAACGARCAGGTAAGATCATGGARGTTCCAGT TRGACAGGCCTTRATCGGTCGGGTAGTCGATCCGCTAGGTCARCCARTCTACGGACTA
atpA-Br CTTG-GCGATTTCGAGTCCATTCGTGARGGAGATARAGTARAACGARCAGGTAAGATCATGGARGT TCCAGT-GGAGAGECCTTRATCGGTCGGGTAGTCARTCCGCTAGGTCARCCARTCGACGGACTA
Consensus  aTTG,GCGATTTCGAGTCCATTCGTGARGGAGAT aARGTARRACGARCAGGTARGATCATGEARGTTCCAGT , GGACAGGCCTTGATCGRTCGRATAGTCAATCCGLTAGGTCARCCARTCACGGACTA

261 270 280 290 300 30 320 330 340 350 360 370 380 390

I I
atpA-Bf TGTGARRTCGTTACTGACARATCTCGTCCAGTAGAATCARTGGCACCGGGTGTTATGCARCGTATATCTGTTATAGARCCARTGCARACAGGGL TARARGCGATCGACGCCCTTGTGCCARTCGGACGLG
atpA-Br GGTGARRTCGTTACTGACARAGCTCGTCCAGTAGAAGCGATGGCACCAGGTGTTATGCARCGTAARTCTGTTARCGAACCARTGCAARCAGGGE TARARGCGATCGACGCCCTTGTGCCARTCGGACGLG

Consensus  gGTGARATCGTTACTGACARAECTCGTCCAGTAGARECARTGGCACCAGETATTATGCARCGTAAATCTGT TRaaGARCCARTGCARACAGGGE TARARGCGATCGACGCCCTTGTGLCARTCGGACGLG

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

I I

atpA-Bf GACARAGTGARTTAGTCATCGGTGACCGTARARCAGGGARAACTTCTATTGCGATCGATACGATCATCARCCARAARGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGACARRAR-GATTCTACAG
atpA-Br GACARCGTGARTTAGTCATCGGTGACCGTARARCAGGGARAACTTCTATTGCGATCGATACGATCATCARCCARAARCGTCARGATATGATCGGCATATATGTAGCARTCGGACARRARCGATTCTACAG
Consensus  GACARAGTGARTTAGTCATCGGTGACCGTARARCAGGGARARCTTCTATTGCGATCGATACGATCATCARCCARRARCGTCARGATATGATCGeATATATGTAGCARTCGGACARARA ,GATTCTACAG

521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650

I I

atpA-Bf TTCGTACACARGTTGARRCATTGARARARTATGGCGCAR-TGGATTACACARTCGTTGTGARTGCCGGTGCGTCTCARCCAGCACCATTACTTTATATCGCACCATATGCTGGTACTGCARTGEGTGARG
atpA-Br TTCGTACACARACTGARACATTGACARARTA-GGCGCAGC TGGATTACACCGTCGATGT-ARTGCCARTGAGTCTCARCCAGCACCTTCACGATATATCGCGCCATATGTTGGTACTGCARTGEGTGARG
Consensus TTCGTACACARacTGAARCATTGAaARAATA.GGCGCAa, TGGATTACACaaTCGaTGT .ARTGCCaaTGaGTCTCARCCAGCACCATcACEaTATATCGCACCATATGe TGGTACTGCARTGGGTGAAG

651 660 670 680 690 700 710 720 730 739

| |

atpA=-Bf AATTCATGTACAACGGTAARCATGTATTGATCATTTTTGATGATCTTTCARAACAAGCCGTGGTTACGT TGGARRTTARARARARGGGG
atpA-Br CATTCAT-CACAACGGTAAGACGACGGATGGCATTCAGT

Consensus  aATTCAT,cACAACGGTARaaagacagagaglAT TCaE . ceererarorsrssssssssssssssrsssssssssssssssssssnss

Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen ddl de la cepaB.

1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130

1 !

dd1Bf GATTTGARCCAGTGGCATGTGCCATGGEATARARTCATGACCARGTATATTTTACARGCTGCTGRTGTGCCG
dd1Br AGCAARACTTGCAGATTTTTTTTTTTTTARARARATTGGTTCCTTATGTCGGCGCAGGCGTATTGACCAGTG~CATGTGCCATGG-ATARARTCATGACCARGTATATTTTACARGCTGCTGGTGTGCCG
CONSENSUS  +yssssarasasssssssnssssssssssssasassstsssnssssssssssasesssCalalgalCCAGTG, CATGTGCCATGE, ATARARTCATGACCARGTATATTTTACARGCTGCTGETGTGCCG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

! !
dd1Bf CARGTTCCTTATGTACCAGTACTTAAGARTCAATGGAARGAARRTCCTARARAAGTATTTGATCARTGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCTGCGARTATGGGTTCTAGTGTCGGCA
dd1Br CARGTTCCTTATGTACCAGTACTTAAGARTCAATGGAARGAARRTCCTARARARGTATTTGATCARTGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCTGCGARTATGGGTTCTAGTGTCGGCA

Consensus CAAGTTCCTTATGTACCAGTACTTAAGAATCAATGGARAGAARATCCTARAARAGTATTTGATCARTGTGAAGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCTGLGARTATGEGTTCTAGTGTCGGCA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |

ddlBf TTACARRGGCAGARAACCGAGARGAGC TGCARARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGT TGARCARGGART TGARGCGCGCGARATCGARGT TRCTGTATTAGGARATGAAGA
dd1Br TTACARRGGCAGARARCCGAGARGAGC TGCARARTGCTTTAGCAACAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCAATCGTTGARCAAGGARTTGARGCGCGCGARATCGAAGTTGCTGTATTAGGARATGAAGA
Consensus TTACARAGGCAGARARCCGAGAAGAGC TGCARARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGTTGARCAAGGAART TGARGCGCGCGARATCGARGTTGCTGTATTAGGARATGARGA

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| |

dd1Bf CGTTCGGACGACTTTGCCTGGTGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGATTATGAAGCARARTATATCARTARTARARTCGARATGCAGATTCCAGCCGARGTGCCGGARGARGTTTATCARARAGCG
dd1Br CGTTCGGACGACTTTGCCTGGTGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGATTATGAAGCARARTATATCARTARTARARTCGARATGCAGATTCCAGCCGARGTGCCGGARGARGTTTATCARARAGCG
Consensus CGTTCGGACGACTTTGCCTGGTGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGATTATGAAGCARARTATATCAATARTARARTCGARATGCAGAT TCCAGCCGARGTGCCGGARGARGT TTATCARARAGCG

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620

| |

dd1Bf CARGAGTACGCG-AAGTTAGCTTACACGATGTTAGGCGGARGTGGATTGAGCGTGTTTTCTTTTTTTTTTAARARAARARARAGAAACTGTTTTATARGE
dd1Br CAAGAGTACGCGGARGTTAGCTTACCAACC

Consensus  CAAGAGTACGCG, ARG T TAG L TTAC 8380, 4 s sssssssnsssssssssssssasastsrssssssssssssssssasaststsssssssssssssses
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Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen gdh de la cepaB.

ghdBf
gdhBr
Consensus

ghdBf
gdhBr
Consensus

ghdBf
gdhBr
Consensus

ghdBf
gdhBr
Consensus

ghdBf
gdhBr
Consensus

ghdBf
gdhBr
Consensus

1 10 20 30 40 50 51} 70 80 90 100 110 120 130

! 1
CCCTTTTTTCATTGGGGARCCGCCAGTAGCATTTTCCGARARAGARATCCGTACAGARARGAT CARAGCATTGARRGC TATCCGCATTTATARCGARGARGARGTGTTAGARARCTTCGT TCGCGGGCAR

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1
THTGCTCHHGETﬁHHTTGGHTﬁETGTHCHHTTCHHGﬁECTHTCECEHHEHHEHCHHHETGEHTECTDHHTCHEHﬁHCTEHHHCHTTCETCECHEGCHHHTTCHCTHTCEHTHHCTTCCGTTGGTCHEGTE

TTCGTCGCAGGCARATTCACTATCGATAACTTCCGTTRGTCAGGTG
rrreerrerrereeesrrerrsrrsrrsrsrrsarsersrsrtrrtrrerrertarrarearesrsarsansensersssssss  1LOTCGCAGGCARATTCACTATCGATARCTTCCGTTGGTCAGETG

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| I
TICCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGT TTGACTGAARRAGGGACTCGGATCARCATCGTATTCARACARGTTCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGARCCATGTGACGARRCGACACTTCC
TTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGTTTGACTGAAARAGGGACTCGGATCARCATCGTATTCARACARGTTCCTGTTARTGTAT TCARRACATCTGTCGATGARCCATGTGACGARRCGACACTTCC
TICCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGT TTGACTGARARAGGGACTCGGATCARCATCGTATTCARACAAGTTCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGARCCATGTGACGARRCGACACTTCC

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
! 1
ACCTARTGTTCTAACGATCTATATTCAGCCAACTGARGGATTTTCTTTATCCTTGARTGGGARRGARGTAGGGCARGGATTTGARACGGARCCARTCARATTGGARTTTAGARRTAGTGCAGAAATGGTT
ACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCAACTGARGGATTTTCTTTATCCTTGARTGGGARAGARGTAGGGCARGGATTTGARACGGARCCARTCARATTGGARTT TAGARRTAGTGCAGARATGGTT
ACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCAACTGARGGATTTTCTTTATCCTTGARTGGGARRGARGTAGGGCARGGATTTGARACGGARCCARTCARATTGGARTTTAGARRTAGTGCAGAAATGGTT

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

| 1
GAARATAGCCC-AGAAGCTTACGARARATTACTATTAGATGCGT TGAATGGTGATGGAACGARCTTCTCTCATTGGGACGARCTTGCCGGTCTTTGGGARARRARARARARARRRARRARACT TRAARAC
GARRATAGCCCGAGARGCT TACGARRAR-—--- ATTRACTTATTTAGRATGG-GCCG

GAARATAGCCC . AGARGCTTACGAAAAR., . . . ATTACATACETaGAATOE.GACh. 00 sesesssastsssasssssasssssssssstasssststsaststsnssstsssssssstssstsssnsts

651 [5:41] 670 680 690 700 708

| 1
TTATTTTCTARTTGGCCTATACARAGAGARCCGACATCCCGAGAGCAGGGGAACCARR

Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen purK de lacepaB.

purkref3
purkB
purkBr
Consensus

purkref3
purkB
purKBr
Consensus

purkref3
purkB
purkBr
Consensus

purkref3
purkB
purkBr
Consensus

purkref3
purkB
purkBr
Consensus

purkref3
purkB
purkBr
Consensus

20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1 1
TGTCAGTGTAGAGGCGTTARATGCGATT

TCCTCGGCCCC---GCCGAGGEGTAGCTTG--GARTGARCAGATGTCATTACCTATGAATTCGARAATGTCAGTGTAGAGGCGT TARATGCGATT
TTITCCTTTCCCCCAGTTGGCCCATTGAARGTGTCTATGATGACACCTTTGCGCTGARAGAGL TTGCCAGAAGARCAGATGTCATTACCTATGAATTCGARRATGTCAGTGTAGAGGCGTTARATGCGATT
........................................ #.C.CC.,.EC...E....agcthy, ., . a,paacagat.gbcatbacctatgaattcgaaaa TGTCAGTGTAGAGGCGTTARATGCGATT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I I
TTACCCATGTCATTTATTCCTCAAGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGAARARTCTTTTTTGGAAACGAACAACATCGTGATTGCTCCTTATGCAACGATCGTCAGTCCGACGE
TTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGC TTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGAARAATCTTTTTTGGAAACGARCAACATCGTGATTGCTCCTTATGCARCAATCGTCAGTCCGACGG
TTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARRARTCTTTTTTGGAAACGAACAACATCGTGATTGCTCCTTATGCARCAATCGTCAGTCCGACGE
TTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARRARTCTTTTTTGGAAACGAACARCATCGTGATTGCTCCTTATGCAACAATCGTCAGTCCGACGE

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
I I
ATATCCARGATGCGAT TGACGGGATCGRCTATCCTTGTGTTTTGARARCCACTCGAGGCGECTATGATGRCAAGGGGCAGTATGT TTTGAAAAGTCGGGECGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTTARG
ATATCCARGATGCGAT TGACGGGATCGRCTATCCTTGTGTTTTGARAACCACTCGAGGCGECTATGATGRCARGGEGCAGTATGTTTTGARRAGTCGGECGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTTARG
ATATCCARGATGCGAT TGACGGGATCGRCTATCCTTGTGTTTTGARAACCACTCGAGGCGECTATGATGRCARGGGGCAGTATGTTTTGARRAGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTTARG
ATATCCARGATGCGAT TGACGGGATCGRCTATCCTTGTGTTTTGARARCCACTCGAGGCGECTATGATGRCARGGGGCAGTATGT TTTGARAAGTCGGECGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTTARG

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

I I
AGARGGAACCTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTTTGAARRAGAGAT TTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARRACATCCACCACARCAATATTCTT
AGARGGAACCTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTTTGARRRAGAGAT TTCGATCATGGTGRCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARRACATCCACCACARCAATATTCTT
AGARGGAACCTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTTTGARRAAGAGATTTCGATCATGGTGGCAGGARATGGT CARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARRRCATCCACCACARCARTATTCTT
AGARGGAACCTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTTTGARRAAGAGAT TTCGATCATGGTGGCAGGARATGETCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARRACATCCACCACARCAATATTCTT

521
I
CATGAARCGATTGCTCCAGCCGCGATTGATCAGGATGTGAT TGARGAGGC TGAGCGTATTGCCCRTGTGATTGE

CATGARRCGATTGCTCCAGCTGCGATTGATCAGEATGTGATCGAGGAGEC TGAGCGTATTGCCCATGTGATTGCAGARGCAGTGAG--CCTTTCAGGTGT TTTAGGGGTAGARRTGTTTTTAACARARAR
CATGAARCGATTGCTCCAGCTGCGATTGATCAGGATGTGATCGAGGAGEC TGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGCAGACCCGTTTACGCCCATAGATAGET CCCAGGLGCGRTARGGGE
CATGARRCGATTGCTCCAGCEGCGATTGATCAGGATGTGAT cGAgGAGEC TGAGCGTATTGCCCRTGTGATTGCARA, .Cout @, oo C0 by ey B o BEE B B B8 B s s ssasssansse

530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
1

651
I

[1:41] 670 680 685
I

CARGCGGGCTTTGTTGTARARARARRARRRAARRR
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Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen gyd de la cepaB.

1 10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100 110 120 130

1 |

gydBf CARTTTTGGGTGTTGTTGARGGAT TARTGACARCTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCT
gydBr  WHHTHTTTCARRACTTGTTTTACTCCAATGGC TARRACATTGARCGACARATTTGG-TGTTGT TGARGGAT TARTGACARC TATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCT
CONSENSUS  wesvvensonsonsassessossassansansssssssessesssss CARTTTGE, TRTTGTTGARGGAT TAATGACARCTATCCACGCTTACACAGGTGACCARRTGACTCTAGACGGACCTCATCCT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |

gydBf ARAGGTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGTTCCTAACTCARCAGGTGCTGCTARAGCTATCRGTTTAGTARTTCCTGAATTGARCGGTARAT TAGACGGAGCTGCTCARCGTGTTC
gydBr  ARRGGTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGTTCCTAACTCARCAGGTGCTGCTARAGCTATCRGTTTAGTARTTCCTGAATTGARCGGTARAT TAGACGGAGCTGCTCARCGTGTTC
Consensus ARAGGTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGCTGCTARAGCTATCGGTTTAGTARTTCCTGAATTGARCGGTARATTAGACGGAGCTGCTCARCGTGTTC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330

| |

gydBf CTGTACCARCAGGTTCATTARCAGARTTAGTARCAGTTCTTGARRRAGARGTAACTGTTGACGARATCARTGCAGCARTGARRGARGCTTCARACGARTCTTACGGATACARCACAGACGARATCGTTTC
gydBr  CTGTACCARCAGGTTCATTARCAGARTTAGTARCAGTTCTTGARRAAGARGTAACTGTTGACGARATCARTGCAGCARTGARRGARGCTTCARACGARTCTTACGGATACARCACAGACGARATCGTTTC
Consensus CTGTACCARCAGGTTCATTARCAGAATTAGTARCAGTTCTTGARAARGARGTARCTGTTGACGARATCARTGCAGCARTGARAGARGCTTCAAACGARTCTTACGGATACARCACAGACGARATCGTTTC

381 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 516

| |

gydBf TTCAGATATCGTTGGTATGACTTACGRTTCATTATTTGATGCTACACARACTARAGTAATGACAGT TGGCGACAAACARTTAGT TAARACTGTTGCTTGATTARACCARAAAGAGGGARAARNANN
gydBr  TTCAGATATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACARACTARAGTARTGACAGT~-GGCGACARRCCAAR

Consensuz  TTCAGATATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACARAC TARRAGTARTGACAGT ,GGCGACARAACAAGA, s vrsssssrsorsssssrssssssssrssssssssrssssnses

Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen pstS de la cepaB.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 30 100 110 120 130

1 |

pstSBF ACTCCTGGATGTATTTTGCAGARGARAGAGACGGAGT TGATGCTTCARRATTAGTGGATCATAARGT
pst5r  GGARGARTGTTARCCGGATTTTTTTTTTGATGGCCARAGTGAAGCTGGAGCAGT TACTATCGGARRCTCTGATGTATTT-GCAGARGARAGAGACGGAGT TGATGCTTCARRAT TAGTGGATCATARRGT
CONSENSUS  4vvvvrsarsasssssrssrssrssssrssrsssssnssassresrerrenresssesssess13a0CCEGATGTATTT, GCAGARGARAGAGACGGAGTTGATGCTTCAARATTAGTGGATCATARAGT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I !

pstSBf  AGCAGTGGTCGGGATGGCACCARTCGTCARTARRGATACAGATGTCAARGATATCACCARACAGGAATTGATTGATATCTTTACAGGARARATCACTARCTGGARGGARGT TGGCGGGARAGATCARAAR
pst5r  AGCAGTGGTCGGGATGGCACCARTCGTCARTARRGATACAGATGTCARAGATATCACCARACAGGAATTGATTGATATCTTTACAGGARARATCACTARCTGGARGGARGT TGGCGGGARRGATCARRAR
Consensus  AGCAGTGGTCGGEGATGGCACCARTCGTCAATARRGATACAGATGTCAAAGATATCACCARACAGGAAT TGATTGATATCTTTACAGGARARATCACTAACTGGAAGGAAGT TEGCGGGARAGATCARRRR

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 !

pstSBf  ATCARCGTCGTGARCCGTGCARACGGCAGCGGTACCCGCGCGACAT TCGAAARATGEGGACTGGATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGAACARGATTCATCAGGARCAGT TCGGCAGCTGGTARGTC
pst5r ATCARCGTCGTGARCCGTGCARACGGCAGCGRTACCCGCGCGACAT TCGARARATGGGGACTGGATGRTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGAACARGATTCATCAGGARCAGT TCGGCAGCTGGTAAGTC
Consensus  ATCAACGTCGTGARCCGTGCARACGGCAGCGGTACCCGCGCGACATTCGARARATGGEGACTGGATGATGCTACCCCTGTRCAGTCCCARGAACARGATTCATCAGGARCAGT TCGGCAGCTGGTAAGTC

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

I !

pstSBf  ARACACCAGGAGCAATCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARGTATCGACGGTGTAGRACCARARGARGAGAATGTAGCAGATAACAGCTGGEGAATCTGETCATATGA
pst5r  AAACACCAGGAGCAATCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACAAGCACTARGTATCGACGGTGTAGARCCARARGARGAGAATGTAGCAGATARCAGCTGGRGARTCTGGTCATATGA
Consensus  ARRCACCAGGAGCAATCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARGTATCGACGETGTAGAACCARARGARGAGARTGTAGCAGATARCAGCTGEGEARTCTGGTCATATGA

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

I !

pstSBf  ACATATGTACACGAACGGARRACCTTCCCCTGARGTCCARARATTCTTAGACTACATGATGACAGRAGARATCC-AAGARGGACCTGTCARAGAAT TGGGCTATTTACCARTCACAATGATGGARGTARG
pst5r ACATATGTACACGAACGGARRACCTTCCCCTGARGTCCARRRATTCTTAGACTACATGATGACAGAAGARAATCCCAAGAAGGACCCCCTGTCCARRTARG

Consensus  ACATATGTACACGAACGGAARACCTTCCCCTGARGTCCARARATTCTTAGACTACATGATGACAGAAGARATCC  ARGAAGGACCccecaaacARaTaal, vy essssssssssssssssnsansans

651 660 670 680683
|

1
pstSBf  TGGGTTTTCAGGAGARAGARACARARACTGAAT
pstSr

CONSENSUS  +vvvvrsarsassnssrssrssrsssnrssnss
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Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen adk de la cepaB.

adkBf
adkBr
adkref24
Consensus

adkBf
adkBr
adkref2d
Consensus

adkBf
adkBr
adkref24
Consensus

adkBf
adkBr
adkref24
Consensus

adkBf
adkBr
adkref24
Consensus

1 10 20 30 A0 50 ;1] 70 80 90 100 110 120 130

I
TAGGGAACCAAGCTGARARA-TCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGT TCCGCGCAGCGATGC
HHTTTHHTTTTTTGARARCCCHTCTTAATGGGGC TGCCAGGCGCAGGTARAGGAACACAAGC TGARARARTCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGT TCCGCGCAGCGATGE
AGCTGARRARATCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGCGCAGCGATGL
rrrrrrrrrererereresrerarararrrrrrrrrrrrrrreressssesd8E,a, .cAAGCTGARARARTCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGT TCCGCGCAGCGATGE

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1

AAAACGAARCAGCTCTTGGCCTGGAAGCAARGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTARCAARTGGARTCGTGARRGAGCGAC TAGCTGAACCAGATACAGAGAARGGCTTCTTATT
ARAACGARRCAGCTCTTGGCCTGGAAGCAARGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTARCAARTGGARTCGTGARARGAGCGACTAGCTGAACCAGATACAGAGRARGGCTTCTTATT
ARAACGARRCAGCTCTTGGCCTGGAAGCARRGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTCACAARTGGARTCGTGARARGAGCGACTAGCTGAACCAGATACAGAGRARGGCTTCTTATT
ARAACGAARCAGCTCTTGGCCTGGAAGCARRGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTaRCAARTGGARTCGTGARAGAGCGAC TAGCTGAACCAGATACAGAGRARGGCTTCTTATT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1

AGATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARARGC TCTGGACGCAATGCTARAAGATTTGARTAARARAATTGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGAAATCTTGGTCGAACGTCTAGCCGGL
AGATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARARGC TCTGGACGCAATGC TARAAGATTTGARTAARARAATTGATGLTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGAAATCTTGGTCGAACGTCTAGCCGGE
AGATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARARGCTCTGGACGCAATGC TARAAGATTTGARTAARARAATTGATGLTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGAAATCTTGGTCRAACGTCTAGCCGGE
AGATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCAAARGCTCTGGACGCAATGC TARAAGATTTGARTAARARAATTGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGAAATCTTGGTCRAACGTCTAGCCGGE

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

1
CGATTTATCTGCAGCARTTGTGGAGCARCTTACCATARART TTTCARCCCTACAAAAGT TGARGACACATGTGATCGT TGCGGTGGGCATGAATTCTATCARAGAGARGATGATARACCTGAGACGGTTA
CGATTTATCTGCAGCAATTGTGGAGCAACTTACCATARART TTTCARCCCTACAAAAGT TGARGACACATGTGATCGT TGCGGTGGGCATGAATTCTATCARAGAGARAGG
CGATTTATCTGCAGCAATTGTGGAGCARCTTACCATAAAATTTTCARCCCTACAARAAGTTGARGACACATGTGATCGTTGCGGTGGGCATGAATTCTATCARAGAG
CGATTTATCTGCAGCAATTGTGGAGCARCTTACCATARAATTTTCARCCCTACARRAGT TGARGACACATGTGATCGTTRCGGTGGGCATGAATTCTATCAAAGAGAA. . o0 v srarresssasanses

521 530 54 550553

I |
ARAATCGTGGGAGGAT TCACARARRANHARNHN

CepaC

Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen atpA de la cepa C.

atpA-Cf
atpA-Cr
Consensus

atpA-Cf
atpA-Cr
Consensus

atpA-Cf
atpA=-Cr
Consensus

atpA-Cf
atpA-Cr
Conzensus

atpA-Cf
atpA-Cr
Conzensus

atpA-Cf
atpA-Cr
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 a0 90 100 110 120 130
1 1

ARARGAATGGTAGAG-TATTATTATCCTTGCGCGATTTCGAGTCCAT TCGAGAAGGAGATGAAGTACARCGAACATGGACAGATCTCGGAAGTTC
HTTTCGCGGTCATTTARGARTGGCACARARCTTAGARTCARATGATGTAGGTATTATTATCCTTG-GCGATTTCGAGTCCATTCGTGARGGAGATARAGT ARARCGAACA-GGARAGATCATGGAAGTTC
trresssrrnsrasssrsrsrsarsssrersssssAlaaalfiTGaTagAG, TATTATTATCCTTG, GCGATTTCGAGTCCATTCGaGAAGGAGATaAAGTAaAACGAACA, GGAaAGATCacGGAAGTTC

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 260 260

1 |
CTCTTGGAGAGGACC TGATCGGACGGGECACCTGATCCGCTAGGTCAGCCARTCCACGGACTARGTGAGATCGTATGCTGACARATCTCGTCCAGTARAAT TAATGGCACCAGGTGTTATGCARCGTARRT
CAGTTGGAGAGGCCTTGATCGGACGGGTAGT TARTCCGCTAGGTCAGCCAATCGACGGACTAGGTGARRTCGT-TACTGACARAGC TCGTCCAGTAGARGCAATGGCACCAGGTGTTATGCARCGTARRT
CacTTGEAGAGGaCC TGATCGGACEGGCACC TaATCCGCTAGETCAGCCARTCcACGGACTAaGTGAaATCGT . TaC TGACAAAEC TCGTCCAGTAaAAEcARTGGCACCAGGTGTTATGCARCGTARRT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
1 |
CTGTTARCGARCCARTGCARACAGGGC TAAARGCGATCGACGCCCTTGTGCCAATCGGACGCGGACARCGTGART TAGTCATCGGTGACCGTARRACAGGGAARACTTCTATTGCGATCGATACGATCAT
CTGTTARCGAACCARTGCARACAGGGC TARARGCGATCGACGCCCTTGTGCCAATCGGACGCGGACARCGTGARTTAGTCATCGGTGACCGTARRACAGGGAARACTTCTATTGCGATCGATACGATCAT
CTGTTARCGAACCARTGCARACAGGGC TARARGCGATCGACGCCCTTGTGCCAATCGGACGCGGACARCGTGARTTAGTCATCGGTGACCGTARRACAGGGAARACTTCTATTGCGATCGATACGATCAT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

I I
CAACCARARAGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGACARRARGATTCTACAGTTCGTACACAAGT TGAARCATTGARARAATATGGCGCARTGGATTACACARTCGTTGTGARTGC-CGG
CAACCARAAAGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGACCARATGATTCTACAGGTCGTACACAAGT TGAAACATGGARAAAATARGGGGCAATGGAT TACACARTCGT TGTGARCGCACGG
CAACCARARAGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGACaARAAGATTCTACAGE TCGTACACAAGT TGAARCAT¢GARARAATAaGGCGCARTGGATTACACARTCGTTGTGAACGC , CGG

521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650

1 I
TGCGTCTCAACCAG-CGCCGTTGCTTTATATCGCACCATATGCTGGTACTGCAATGGGTGARGAGT TCATGTACARCGGTARACATGTCTTGATCATTTTTGATGATCTT TCARRACARGCCGTGGCTAC
TGAGTGTCATCCAGACGCCGTTGCTTTAATTGCTACCATACGTTGGTAACGCAATGGGTGAAGAGT TCATGTACARCTGETAR-—GACGATGTCATTGTATACARTTTTTTGGG
TGaGTeTCAACCAG, CGCCGTTGCTTTAaaTecccACCATACGe TGETAacGCARTGGGTGARGAGTTCATGTACAACgGgaAA, . .GaCgagaTCATTgTagAcaRTeTTTcaaa, crrsvsrreersas
651 660 666

1 1

GGTGGGACCCTTAAAR

78



Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen ddl de lacepaC.

dd1Cf
dd1Cr
Consensus

dd1Cf
dd1Cr
Consensus

dd1Cf
dd1Cr
Consensus

dd1Cf
dd1Cr
Consensus

dd1Cf
dd1Cr
Consensus

dd1Cf
dd1Cr
Consensus

1 10 20 30 40 50 GO 70 80 30 100 110 120 130
| |

TATTITITTIGGTTTTTITITITITITITITITATIITTITTTITTITTITTATTITTTAATTTARTTTTTTARGARAARCARAARARTTTTTTTTGAGARCATTTGGATTGCCTTATGTCGGCGCAGGCGT

131 1di 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
I I

ATTG--TTGGCCATGGGATARARTCATGACCARGTATATTTTACAAGCTGCTGGTGTGCCGCARGTTCCTTATGTACCAGTACT TARGAATCARTGGARAGARRRTCCTARARARGTATTTGA
ATTGACCAGTGCATGTGCCATGG-ATARARTCATGACCARGTATATTTTACAAGCTGCTGGTGTGCCGCARGTTCCTTATGTACCAGTACT TARGAATCARTGGARAGARRRTCCTARRAARGTATTTGA
....... AgTG. . TegGCCATGE. ATARARTCATGACCARGTATATTTTACAAGCTGCTGGTGTGCCGCARGTTCCTTATGTACCAGTACT TARGARTCARTGGARAGARAATCCTARRRARGTATTTGA

261 270 280 290 300 3o 320 330 340 350 360 370 380 390

I I
TCARTGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARRCCGGCGARTATGGGT TCTAGTGTCGGCAT TACARARGCAGARARCCGAGARGAGCTGCARAARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGAT
TCARTGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCAAACCGGCGARTATGGGTTCTAGTGTCGGCATTACARARGCAGARARCCGAGAAGAGCTGCARARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGAT
TCARTGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCGGCGARTATGGGT TCTAGTGTCGGCAT TACARRAGCAGARARCCGAGAAGAGCTGCARARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGAT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
1 I
TCTCGAGCARTCGTTGARCARGGAAT TGARGC GLGCGARATCGAAGT TGCTGTAT TAGGAARTGARGACGTTCGRACGACTTTGLC TGRTGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGATTATGAAGCAR
TCTCGAGCARTCGTTGARCARGGAAT TGARGCGCGCGARATCGAAGTTGCTGTAT TAGGAARTGARGACGTTCGEACGACTTTGCCTGRTGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGATTATGAAGCAR
TCTCGAGCARTCGTTGARCARGGAAT TGARGC GCGCGAARTCGAAGT TGCTGTAT TAGGAARTGARGACGTTCGEACGACTTTGCCTGRTGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGATTATGAAGCAR

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

I I
AATATATCARTAATARAATCGAAATGCAGATTCCAGCCGARGTGCCAGARGAAGT TTATCARARAGCACAAGAGTACGCGAR-GTTAGCTTACACGATGTTAGGCGGARGCGGATTGAGCCGGCARATTT
ARTATATCARTAATARARTCGAAATGCAGATTCCAGCCGAAGTGCCAGARGAAGT TTATCARARAGCACAAGAGTACGCGARAGT TRAGCCTTACCA

AATATATCARTAATARAATCGARATGCAGAT TCCAGCCGARGTGCCAGARGAAGT TTATCARARAGCACAAGAG TACGLGAR, GTTAGCCTaaala, 4 v vrsssrsrssssssssssssosssssnssss

651 GE0 67872

e A +=|
CTTTTTTAATATARANARANNN

Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen gdh dela cepaC.

gdhCF
gdhCr
Consensus

gdhCf
gdhCr
Consensus

gdhCf
gdhCr
Consensus

gdhCf
gdhCr
Consensus

gdhCf
gdhCr
Consensus

gdhCf
gdhCr
Consensus

gdhCF
gdhCr
Consensus

1 10 20 30 40 50 6O 0 80 90 100 110 120 130
| |

GTTTTGGTGTATAATCGTTAGTTTGCGTCGGCGTGCGGCCCCCGLCCCCCCCCCCCCCCCCCARRATARARRAARARRAARARARTTTTTTTGGCGCCARCCTARRGATATGGTGCARARTCATATTTTA

131 14 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
|

|
TGGCC--ACATG--GGGARCCCGCCAGTAGCATTTTTCCGARRARGARRTCCGTACAGAARAGATCARAGCATTGARRGC TATCCGCATTTATARCGARGARGARGTGT TAGAARACTTCGTT
CAGGTTGTAGCATTACTTGCARTGGARCCGCCAGTAGCATTTT-CCGARARRGARRTCCGTACAGARARGATCARRGCAT TGARAGCTATCCGCATT TATARCGARGARGARGTGT TAGARRACTTCGTT
....... TaliCa. .ACaTG. .aghaAaCCGCCAGTAGCATTTT .CCGARRARGARRTCCGTACAGAARAGATCARAGCATTGAARGC TATCCGCATTTATARCGARGARGARGTGT TAGAARACTTCGTT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
CGCGGGCARTATGCTCARGGTGAAT TGGATGGTGTACART TCARGGGC TATCGCGAAGARGACARAGTGGATGC TCARTCAGAGACTGARACATTCGTCGCAGGCARATTCACTATCGACARCTTCCGTT
CGCGGGCARTATGCTCARGGTGAAT TGGATGGTGTACART TCARGGGC TATCGCGAAGARGACARAGTGGATGC TCARTCAGAGACTGARACATTCGTCGCAGGCARATTCACTATCGACARCTTCCGTT
CGCGGGCAATATGCTCARGGTGAAT TGGATGGTGTACAATTCARGGEC TATCGCGAAGARGACARAGTGGATGC TCARTCAGAGACTGARACATTCGTCGCAGGCARATTCACTATCGACAACTTCCGTT

391 400 4a10 420 430 ddo 450 460 470 480 430 500 510 520

| |
GGETCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGTTTGACTGARAAAGGGACTCGGATCARCATCGTATTCARRCARGTTCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGARCCATGTGACGATAC
GGETCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGTTTGACTGARAAAGGGACTCGGATCARCATCGTATTCARRCARGTTCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGARCCATGTGACGATAC
GGETCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGTTTGACTGARAAAGGGACTCGGATCARCATCGTATTCARRCARGTTCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGARCCATGTGACGATAC

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

| |
GACACTTCCACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGAARGAAGTAGGGCARGGATTTGAARCGGARCCARTCARAT TGGRAATTTAGARATAGTGCA
GACACTTCCACCTAATGTTCTARCGATCTATATTCAGCCARCTGAAGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGARRGARGTAGGGCARGGAT TTGARACGGARCCARTCARAT TGGAATTTAGARATAGTGCA
GACACTTCCACCTAATGTTCTARCGATCTATATTCAGCCARCTGAAGGATTTTCTTTATCCTTGARTGGGARRGARGTAGGGCARGGAT TTGARACGGARCCARTCARAT TGGAATTTAGARATAGTGCA

651 660 670 680 690 00 710 J20 730 40 50 760 Tr 780

| |
GAAARTGGT TGARAATAGCCCAGAAGCTTACGARARAT TACTATTAGATGCGTTGAR-TGGTGATGGARCGAACT TCTCTCATTGGGACGAAGTTCCCARTCATTTGGGAGGGARARAARAG TGCARAGCC
GAAARTGGTTGARAATAGCCCAGARGCTTACGARARAT TACTATTAGATGCGT TGARATGGTGGAGG

GAARTGGTTGARAATAGCCCAGARGCTTACGARARATTACTATTAGATGCGTTGAR, TGGTGAaE6. s 4 s sessssssasasesssessssssssssssssssststssasasssassstststssstas
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Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen purK de la cepa C.

purKref13
purkCf
purkCr
Consensus

purKref13
purkCf
purkCr
Consensus

purKref13
purkCf
purkCr
Consensus

purKref13
purkCf
purkCr
Consensus

purKref13
purkCf
purkCr
Consensus

purKref13
purkCf
purkCr
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1 1
TGTCAGTGTAGAGGCGTT

AGARAGGAGGCTTGGCCAGARAGAACAGATGTCATTACCTATGAAT TCGARARTGTCAGTGTAGAGGCGTT
TTTTTTTTTTTCCCCCCCCAGCAGAGGGRGACCARARAGTGTCTATGATGACACCTTTGCGCTGARAGAGCTTGCCAGAR-GAACAGATGTCATTACCTATGAAT TCGARARTGTCAGTGTAGAGGCGTT
Eesessesiesisieserstestststtitrstastatststastastarstessassafessssdfsa.bogocagaa,.gaacagatgbeattacetabyaattcgaaaal GTCAGTGTAGAGGCGTT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
I 1
ARATGCGATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGAT TACGCAAGACCGCCTGT TRGARRARTCTTTTTTGGAAACGARCARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTC
ARATGCGATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGAT TACGCAAGACCGCCTGT TRGARRARTCTTTTTTGGAAACGARCARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTC
ARATGCGATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGAT TACGCAAGACCGCCTGT TRGARRARTCTTTTTTGGAAACGARCARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTC
ARATGCGATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGAT TACGCAAGACCGCCTGTTRGARRARTCTTTTTTGGARACGARCARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTC

261 210 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
I 1
AGTCCGACGGATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGECTATCCTTGTGTTTTGARAACCACTCGAGGTGGCTATGATGECARGGGGCAGTATGTTTTGARARGT CGGGTGGATCTAGCTCCTGCCATGE
AGTCCGACGGATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARAACCACTCGAGGTGGCTATGATGECARGGGGCAGTATGTTTTGARARGT CGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGE
AGTCCGACGGATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARAACCACTCGAGGTGGCTATGATGECARGGGGCAGTATGTTTTGARARGT CGEGCGGATCTAGCTCCTGCCATGG
AGTCCGACGGATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGECTATCCTTGTGTTTTGARAACCACTCGAGGTGGCTATGATGECARGGGGCAGTATGTTTTGARARGTCGGG:GGATCTAGCTCCTGCCATGE

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
I 1
ACCTTTTARGAGARGGAACCTGTGTTTTAGARGCATGGATCCCGTTTGARARAGAGATTTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCAAGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARARCATCCACCACAR
ACCTTTTARGAGARGGAACCTGTGTTTTAGARGCATGGATCCCGTTTGARARAGAGATTTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCAAGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARARCATCCACCACAR
ACCTTTTARGAGARGGAACCTGTGTTTTAGARGCATGGATCCCGTTTGARARAGAGATTTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCAAGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARARCATCCACCACAR
ACCTTTTARGAGARGGAACCTGTGTTTTAGARGCATGGATCCCGTTTGARARAGAGATTTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCAAGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARAACATCCACCACAR

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
I 1
CARTATTCTTCATGARRCGATTGCTCCAGCTGCGATTGATCAGGATGTGAT TGARGAGGCTGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGE
CARTATTCTTCATGAARCGATTGCTCCAGCTGCGATTGATCAGGATGTGATTGARGAGGCTGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGCAGARGCAGTARGCCTTTCAGRTGCTTTAGGGETAGARATGTTTTTA
CARTATTCTTCATGAARCGATTGCTCCAGCTGCGATTGATCAGGATGTGAT TGARGAGGCTGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGCAGARGCAGTARGCCTTTCAGGT-CTTARGACT
CARTATTCTTCATGARRCGATTGCTCCAGCTGCGATTGATCAGGATGTGATTGARGAGGCTGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGCagaagcagt aagockbbeagpl bl a8, s s s isrsesassas

651 660 670 680 690693
1

ACARARACAGGCGGGCTATGTTGTGARATAARARAGRARRATT

Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen gyd de la cepaC.

pydCf
gydCr
Consensus

pydCF
gydCr
Consensus

gydCF
gydCr
Consensus

pydCf
gydCr
Consensus

1 10 20 kL 40 50 [:11] 0 80 90 100 110 120 130
| I

GTGETTAGTTTGACGGATTARTGACARCTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTAR
HHTTTTTCCARARTTHHTTTHTGTCARTGGCTAARACATTGAACGACARRTTTGGTRTTGTTGARGGAT TARTGACARCTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTAR
vrssssesstsstsarsantssrarsssnssssstsarsansessssssssdl00T2aggTTGAAGEATTARTGACARCTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTAR

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| 1
AGGTGACTTCCGCCGTRCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGCTGCTARRGCTATCGGTTTAGTARTTCCTGART TGARCGG TARATTAGACGGAGCTGLTCAACGTGTTCCT
AGGTGACTTCCGCCETRCACGCGLTGCTGCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGCTGCTARRGCTATCGGTTTAGTAAT TCCTGART TEARCGG TARATTAGACGGAGCTELTCAACGTGTTCCT
AGGTGACTTCCACCETRCACGCGLTGCTGCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGCTGCTARRGC TATCGGTTTAGTAAT TCCTGART TEARCGGTARATTAGACGGAGC TRCTCARCGTGTTCCT

261 210 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
! 1
GTACCARCAGGTTCATTARCAGARTTAGTAACAGTTCTTGARRRAGARGTARCTGTTGACGARATCAATGCAGCARTGARRGARGCT TCARACGARTCT TACGGATACAACACAGACGARATCGTTTCTT
GTACCARCAGGTTCATTARCAGARTTAGTARCAGTTCTTGAAARAGARGTAACTGTTGACGARATCARTGCAGCARTGARAGARGCTTCARACGARTCTTACGGATACARCACAGACGARATCGTTTCTT
GTACCARCAGGTTCATTARCAGARTTAGTARCAGTTCTTGAARAAGARGTAACTGTTGACGARATCARTGCAGCARTGARRGAAGCTTCARACGARTCTTACGGATACARCACAGACGARATCGTTTCTT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 515
1 1
CAGATATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACAARCTAARGTARTGAC-AGTTGGCGACARACAAT TRETTAARACTGTTGCTTGGTTGARACCARARAGGGARGARAGANN
CRGATATCGTTGGRTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACARACTARAGTARTGACCAGCTGGCGG

CAGATATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGC TACACAAACTARAGTAATGAC , AGETOGCEA, cssssssssnsssssssrssssrssssssastssssssastssssssnstsns
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Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen pstS de la cepaC.

1 10 20 30 40 50 60 n 80 0 100 110 120 130

1 I

pstSCf CTACTG-GATGTATTTTGCAGARGAGAGAGRCGGAGTTGATGCTTCARRATTAGTGGATCATARAGTAGCAGTGG
pstSCr GGARTAGTAARGTTCATTTTTGARGCCARATTGAAGCTGGAGCAGT TACTATCGEARACTTTGATGTATTT-GCAGARGARAGAGACGGAGTTEATGCTTCARAATTAGTGEATCATARAGTAGCAGTGE
CONSENSUS  vivvsrssrsanssnsssnssssrsnrsansanssasssssrsnssanssnssssdalIg GATGTATTT,GCAGAAGAAAGAGACGGAGTTGATGCTTCARRATTAGTGGATCATARAGTAGCAGTGE

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 1

pstSCf  TCGGGATGGCACCAATCGTCARTARAGATACAGATGTCARAGATATCACCARACAGGARTTGATTGATATCTTTACAGGARARATCACTARCTGGARGGARGTTGGCGGGARAGATCARRRRATCARCGT
pstSCr TCGGGATGGCACCAARTCGTCARTARAGATACAGATGTCARAGATATCACCARACAGGAAT TGATTGATATCTTTACAGGARARATCACTAACTGGARGGARGTTGECGEGARAGATCARRARATCARCGT
Consensus TCGGGATGGCACCAATCGTCARTARAGATACAGATGTCARAGATATCACCARACAGGARTTGATTGATATCTTTACAGGARARATCACTARCTGGARGGARGTTGECGEGARAGATCARARRATCARCGT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

I I

pstSCf  CGTGAACCRTGCARACGGCAGCGGTACCCGCGCRACATTCGARARATGGGGACTGGATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGARCARGAT TCATCAGGARCAGT TCGECAGCTGGTARGTCARACACCA
pstSCr  CGTGAACCGTGCARACGGCAGCGGTACCCGCGCGACATTCGARARATGGGGACTGGATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGARCARGAT TCATCAGGARCAGT TCGECAGCTGGTARGTCARACACCA
Conzensus CGTGARCCGTGCARACGGCAGCGGTACCCGCGCGACATTCGARARATGGGGACTGGATGGTGLTACCCCTGTGCAGTCCCARGAACARGATTCATCAGGARCAGT TCGECAGCTGGTARGTCARACACCA

3\ 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

I 1

pstSCf  GGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARGTATCGACGGTGTAGARCCARAAGARGAGARTGTAGCAGATAACAGCTGGEGARTCTGGTCATATGARCATATGT
pstSCr GGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARGTATCGACGGTGTAGARCCARAAGARGAGARTGTAGCAGATAACAGCTGGEGARTCTGGTCATATGAACATATGT
Consensus GGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARGTATCGACGGTGTAGARCCARRAGARGAGARTGTAGCAGATAACAGCTGGEGARTCTGGTCATATGAACATATGT

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
I

I
pstSCf  ACACGARCGGAARACCTTCCCCTGAAGTCCARARATTCTTAGACTACATGATGACAGAAGAAATCCARGAAGEACCTGTCARAGART TGGECTATTTACCARTCACARTGATGGAAGTAGARGTTGEATC
pstSCr  ACACGARCGGRARRCCTTCCCCTGAAGTCCARARATTCTTAGACTACATGATGACAGAAGRAATCCARGARGGACCTGTCARRGAGATTTGGTCTC

Consensus ACACGARCGGAARACCTTCCCCTGAAGTCCARARATTCTTAGACTACATGATGACAGARGAARTCCARGAAGEACCTGTCAAAGAaATEEEETaTC vrvsrrsesssnssssrssrsansanssanses

651 G660 670 680 690 700 710 720 729

1 1

pstSCf  ACGARCAATTATARARARCACARAGCTGGARRARACARACAATCCAGGATTATARGGEGGT TGATARGGAGGEGTAAGA
pst5Cr
Consensus

Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen adk de la cepa C.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

I I

adkCf TTAGGGCARCCARNGC TGANAAR-TCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGCGCAGCAATGL
adkCr  HHTTTTTTTTTGAGARACCCCCTTTTARTGEGGCTGCCAGGCGCAGG TARAGGAACACARGCTGARRARRTCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGEAGATATGTTCCGCGCAGCAATGE
CONSENSUS  tviiuviviasssasssarssosssssssssssssssssnsssnsan gTRaalcARCaaRaGCTGAaAAR, TCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGEAGATATGTTCCRCGCAGCAATGE
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I I
adkCf AARACGARACAGCTCTTGGCCTGGARGCARAGTCT TATATGGATARAGGTGCATTAGT TCCTGATGARGTARCARATGGAATCGTGARAGAGCGACTAGC TGARCCAGATACAGAGRARGGCTTCTTATT
adkCr AARARCGARACAGCTCTTGGCCTGGARGCARAGTCT TATATGGATARAGGTGCATTAGT TCCTGATGARGTARCARRTGGAATCGTGARAGAGCGACTAGC TGARCCAGATACAGAGRARGGCTTCTTATT

Consensus ARAACGARRCAGCTCTTGRCCTRGARGCARAGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGT TCCTGATGARGTARCARATGGAATCGTGARAGAGCGAC TAGC TGARCCAGATACAGAGRARGGCTTCTTATT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

I I
adkCf AGATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARRRGCTCTGGACGCAATGC TARRAGAT TTGARTARAARART TGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGATGARGAAATCTTGGTCGAACGTCTAGCCGGL
adkCr AGATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARARGCTCTGGACGCAATGC TARRAGAT TTGAATARAARRRT TGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGATGARGAARTCTTGGTCGAACGTCTAGCCGGL

Consensus AGATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARARGCTCTGGACGCAATGC TARAAGAT TTGARTARAARART TGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGATGARGAARTCTTGGTCGAACGTCTAGCCGGL

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

I I

adkCf CGATTTATCTGCAGCARTTGTGGAGCAACTTACCATARART TTTCAACCCTACAAARGT TGARGACACATGTGATCGTTGCGGTGRGCATGAATTCTATCAARGAGAAGATGATAARCCTGAGACGGTTA
adkCr CGATTTATCTGCAGCARTTGTGGAGCARCTTACCATARART TTTCARCCCTACARARGT TGARGACACATGTEATCGTTGCGGTGRGCATGAAT TCTATCARRGGAGARAGGA

Consensus CGATTTATCTGCAGCARTTGTGGAGCARCTTACCATARART TTTCARCCCTACARARGT TRARGACACATGTEATCGTTGCGGTGRGCATGAATTCTATCAAAGaaaRaAghA, .. .v.rererinanas

521 530 540 550553

1 |

adkCf ARAATCGTGGCARGAT TACARARAARANARANH
adkCr

CONSENSUS  teiivviinessnsssasssasssranssanes
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CepaD

Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen atpA de la cepaD.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

1 1

atpA-Df AAATGGAATGGTAGTG-TATCATTATCCTTGGGCGATTTCGAGTCCATTCATGAAGGAGATARAGTARARCGARCAGGRARGATCATGGAAGTTCCA
atpR-D  HTTTTCGGTTCATACGGAATGGCACARAACTTAGAATCARATGATGTAGGTATCATTATCCTTGG-CGATTTCGAGTCCATTCGTGAAGGAGATARAGTARAACGARCAGGARRGATCATGGAAGTTCCA
CONSENSUS  +.vvsessssssssssssssnssssssssssssadlATCcafATGaTagal, TATCATTATCCTTGG, CGATTTCGAGTCCATTCAGTGAAGGAGATARAGTARARCGARCAGGAAAGATCATGGARGTTCCA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I I

atpA-Df GTTGGAGAGGCCTTGATCGGACGGGTAGT TARTCCGCTAGGTCAGCCAATCGACGGACTAGGTGARATCGTTACTGACARRGCTCGTCCAGTAGARGCARTGGCACCAGGCGT TATGCAACGTARATCTG
atpA-D  GTTGGAGAGGCCTTGATCGGACGGGTAGTTAATCCGCTAGGTCAGCCARTCGACGGACTAGGTGARRTCGTTACTGACARAGCTCGTCCAGTAGAAGCARTGGCACCAGECGTTATGCARCGTARATCTG
Consensus GTTGGAGAGGCCTTGATCGGACGGGTAGT TARTCCGCTAGGTCAGCCARTCGACGGACTAGGTGARATCGTTACTGACAARGCTCGTCCAGTAGARGCARTGGCACCAGGCGTTATGCAACGTARATCTG

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 1

atpA-Df TTARCGAACCAATGCARACAGGTCTARARGCARTCGACGCTCTTGTACCAATCGGACGCGGCCARCGTGARTTAGTTATCGGTGACCGTARRACAGGGARAACTTCTATTGCGATCGATACGATCATCAR
atpA-D  TTARCGARCCARTGCARACAGGTCTARARGCARTCGACGCTCTTGTACCARTCGGACGCRGCCARCGTGARTTAGTTATCGGTGACCGTARRACAGGGARARCTTCTATTGCGATCGATACGATCATCAR
Consensus  TTRACGAACCARTGCARACAGGTCTARARGCARTCGACGCTCTTGTACCAATCGGACGCGGCCARCGTGARTTAGTTATCGGTGACCGTARRACAGGGARARCTTCTATTGCGATCGATACGATCATCAR

3 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

1 1

atpA-Df CCARRARGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGACARARAGATTCTACAGTTCGTACACAAGT TGARRCAT TGAARARATATGGCGCARTGGAT TACACARTCGTTGTGARTGC~-CGGTGC
atpA-D CCARRARGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGACARARAGATTCTACAGTTCGTACACARGT TGRARCATTGARRRRATATGGCGCARTGGATTACACARTCGTTGTGARTGCACGGTGC
Consensus  CCARRARGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGACARARAGATTCTACAGTTCGTACACAAGT TGAARCATTGAARARATATGGCGCARTGGAT TACACARTCGTTGTGAATGE , CGGTGL

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

I I

atpA-Df GTCTCARCCAGCGCCGTTGCTTTATATCGCACCATATGCTGGTACTGCARTGGGTGARGAGT TCATGTACAACGRTARRCATGTCTTGAT-CATTTTTGATGATCTTTCARRACARGCCGTGGCTTACGT
atpA-D  GTGTCARCCAGCGCCGTTGCTTTATATCGCACCATATGTTGETACTGCARTGGGTGAAGAGT TCATGTACARCGGTARRCATGTCTTGATTCATTTTTGAGT

Consensus GTeTCARCCAGCGCCGTTRCTTTATATCGCACCATATGeTGGTACTGCARTGGETGARGAGT TCATGTACAACGGTARRCATGTCTTGAT CATTTTTORAZE. o vverrnersarssssnssansnan

651 660 670 680 630 700 10 222
1

|
atpfA-Df GGAACTTARARARARRRARAAARARARAAARAARARAAARARACCAACARGCARACCACCCCCCARCARCCC
atpA-0

CONSENSUS  tvrrnrssnnssnssrssrrsnsssssrssrsssssstssrssrsanssssstestssrsesssstsnsses

Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen ddl de la cepaD.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100 110 120 130

| I

dd1Df TTCCATTGACCARGTATATTTTACARGCTGCTGETGTGCCGCARGTTCCTTATGTAC
dd1Dr  HHNTTTTTTTTTTGCARACCTHTARTACCTTATGTCGECGCAGRCGTATTGACCAGTGCATGTGCCATGGATARAATCATGACCARGTATATTTTACARGCTGCTRGTRTGCCGCARGTTCCTTATRTAC
CONSENSUS  4uvversssenssssnssassssssrssssssssssssstssnssssssassssssssstssnssssssssss33acaalGACCARGTATATTTTACAAGCTGCTGGTGTGCCGCARGTTCCTTATGTAC

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| I

dd1Df CAGTACTTARGARTCARTGGAARGAARATCCTARRARRGTATTTGATCARTGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCTGCGARTATGGETTCTAGTGTCGRCATTACARRGGCAGARRRA
dd1Dr CAGTACTTARGARTCARTGGAARGAARATCCTARARARGTATTTGATCARTGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCTGCGARTATGGETTCTAGTGTCGRCATTACARAGGCAGAARA
Consensus CAGTACTTAAGARTCAATGGAARGARRATCCTARAARRGTATTTGATCARTGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCTGCGARTATGEGTTCTAGTGTCGGCATTACARAGGCAGAARA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| I

dd1Df CCGAGARGAGCTGCARRATGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGTTGAACAAGGAATTGARGCGCGCGAAATCGARGT TGCTGTATTAGGAAATGARGACGT TCGGACGACTTTG
dd1Dr  CCGAGARGAGCTGCARRATGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGTTGAACAAGGAATTGARGCGCGCGAARTCGARGT TGCTGTATTAGGAAATGARGACGT TCGGACGACTTTG
Consensus  CCGAGAAGAGCTGCARAATGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGTTGARCARGGAATTGARGCGCGCGAARTCGAAGTTGCTGTATTAGGAAATGARGACGT TCRGACGACTTTG

3\ 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

| I

dd1Df CCTGGTGARGTCGTARRAGACGTAGCATTCTATGATTATGARGCARARTATATCARTAATARAATCGARRTGCAGAT TCCAGCCGAAGTGCCGGARGAAGT TTATCARRRAGCGCAR-GAGTACGCGARG
dd1Dr  CCTGGTGARGTCGTARRAGACGTAGCATTCTATGATTATGARGCARARTATATCARTAATARAATCGARRTGCAGAT TCCAGCCGAAGTGCLGGARGAAGTTTATCARRAAGCGCARAGAGTACGCGG-G
Consensus CCTGGTGARGTCGTAAAAGACGTAGCATTCTATGATTATGARGCARARTATATCARTAATARAATCGARRTGCAGAT TCCAGCCGARGTGCCGGARGARGT TTATCARRRAGCGCAR, GAGTACGCGa, 6

521 530 540 550 560 570 580 585

| 1
ddl¥  TTRAGCTTACACGATGT TAGGCGEAAGTGEATTGAGCCGGTCTTTTTCTTTTTARARARARARNHM
dd1Dr  ARGGTTTG

Consensus  aa80CTTassessssessarrsrreresssnrsaresanteasersessassstrssanteases
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Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen gdh de la cepaD.

gdhDf
gdhlr
Consensus

gdhDf
edhDr
Consensus

gdhDf
edhDr
Consensus

gdhDf
edhDr
Consensus

gdhDf
edhDr
Consensus

gdhDf
gdhDr
Consensus

gdhDf
gdhDr
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
| |

G
CACTTTCTCTTTCCTACTTTTTTTICTTATTTATTTTTCCCATCTACTCTTCCCCCCCARRAARRAAARAAARARARAARARATTTTTTTTGGGGCCARCTARAGATATGGTGCARRATCATATTTTACAG

N

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
GTARGGCCTTTACCTTTGCARTGGGARCCGCCAGTAGCATTTTCCGAARARGARATCCGTACAGARARGATCARRGCATTGARRGCTATCCGCATTTATARCGAAGARGAAGTGTTAGARAACTTCGTTC
GITGTAGCATTAC--TTGCARTGG-ARCCGCCAGTAGCATTTTCCGAARARGARATCCGTACAGARARGATCARRGCATTGARRGCTATCCGCATTTATARCGAAGARGAAGTGTTAGARRACTTCGTTC
GTaagacCaTTAC, , TTGCARTGG,ARCCGCCAGTAGCATTTTCCGAARARGARATCCGTACAGARARGATCARRGCATTGARRGCTATCCGCATTTATARCGAAGARGAAGTGTTAGARAACTTCGTTC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
GCGGGCARTATGCTCARGGTGARTTGGATGGTGTACARTTCARGGGC TATCGCGARGARGACARAGTGGATGCTCAATCAGAGACTGARRCATTCGTCGCAGGCARATTCACTATCGATAACTTCCGTTG
GCGGGECARTATGCTCARGGTGARTTGGATGGTGTACART TCARGGGC TATCGCGARGARGACARAGTGGATGCTCAATCAGAGACTGARRCATTCGTCGCAGGCAAAT TCACTATCGATAACTTCCGTTG
GCGGGCARTATGCTCARGGTGARTTGGATGGTGTACART TCARGGGC TATCGCGARGARGACARAGTGGATGCTCAATCAGAGACTGARRCATTCGTCGCAGGCARAT TCACTATCGATAACTTCCGTTG

331 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

| |
GTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGTTTGACTGARRARGGGACTCGGATCARCATCGTATTCARACARGTTCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGARCCATGTGACGARACG
GTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGTTTGACTGARAARGGGACTCGGATCARCATCGTATTCARACARGTTCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGAACCATGTGACGARACG
GTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGTTTGACTGARAARGGGACTCGGATCARCATCGTATTCARRCARGTTCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGARCCATGTGACGARACG

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

| |
ACACTTCCACCTARTGTTCTAACGATCTATATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTTGARTGGGARAGAAGTAGGGCARGGATTTGARRCGGARCCARTCARATTGGARTT TAGARATAGTGCAG
ACACTTCCACCTARTGTTCTAACGATCTATATTCAGCCARCTGAAGGATTTTCTTTATCCTTGARTGGGARAGAAGTAGGGCARGGATTTGARRCGGARCCARTCARATTGGARTT TAGARATAGTGCAG
ACACTTCCACCTARTGTTCTAACGATCTATATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGARAGAAGTAGGGCARGGATTTGARRCGGARCCARTCAAATTGGARTT TAGAAATAGTGCAG

651 660 670 680 630 700 o 720 730 740 750 760 T 780
1 1
ARATGGTTGARARTAGCCCAGAAGCTTACGAARRATTACTATTRGATGCGTTGAR-TGGTGATGGARCGARCTTCTCTCATTGEGACGARGT TCCCARTCTAGGGGGARCCARRRARAATTGTAAGGCCA
ARATGGTTGARARTAGCCCAGAAGCTTACGAARRAT TACTATTRGATGCGCTGARATGGEGGAGGE

ARATGGTTGAARRTAGCCCAGARGCTTACGARARRT TACTATTAGATGCECTGAR, TOGEEAA00a. s sssrserrrrsrorssrssasssssrsnssssrsarssssrssrssrsresrosssssses

782
1-1
AARR

Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen purK de lacepaD.

purKrefd
purkD
purkDr
Consensus

purKrefS
purkD
purkDr
Consensus

purKref®
purkD
purkDr
Consensus

purKrefd
purkD
purkDr
Consensus

purKrefS
purkD
purkDr
Consensus

purKrefh
purkD
purkDr
Consensus

1 10 20 30 a0 50 B0 Fi a0 0 100 110 120 130
1 1
TGTCAGTGTAGAGGCGTTAAATGCGATTTTACCCA
TARCGTTTGCGCTGA--GAGCTTGCCAGARGAACAGATGTCATTACCTATGAATTCGARRATGTCAGTGTAGAGGCGTTAARTGCGATTTTACCCA
TTCAGATTGGGGCCARTTGARAGTGTCTATGATGACACCTTTGCGCTGARAGAGCTTGCCAGARGAACAGATGTCATTACCTATGARTTCGARAATGTCAGTGTAGAGGCGTTAAATGCGATTTTACCCA
.................................... ac.ktbgegebga, .gageklgocagaagaacagatbgbcatbacct abgaaktcgaaaaTGTCAGTGTAGAGGCGTTAAATGCGATTTTACCCA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 260 260
1 1
TGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGRARRATCTTTTTTGGARACGRACARCATCGTGATTGCTCCTTATGCAACGATCGTCAGTCCGACGGATATCCA
TGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGRARRATCTTTTTTGGARACGRACARCATCGTGATTGCTCCTTATGCAACARTCGTCAGTCCGACGGATATCCA
TGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGRARRATCTTTTTTGGARACGRACARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCARTCGTCAGTCCGACGGATATCCA
TGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGAT TACGCARGACCGCCTGTTAGAARAATCTTTTTTGGARACGAACARCATCGTGATTGCTCCTTATGCAACAATCGTCAGTCCGACGGATATCCA

261 270 280 290 300 310 320 330 34 350 360 370 380 390

| I
AGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGRARACCACTCGAGGTGGC TATGATGGCARGGGGCAGTATGTTTTGARAAGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTTARGAGAAGGA
AGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGT TTTGAARACCAC TCGAGGCGGC TATGATGGCAAGGGGCAGTATGTTTTGARAAG TCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCT TTTARGAGAAGGA
AGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGT TTTGRARACCACTCGAGGCGGC TATGATGGCARGGGGCAGTATGTTTTGARAAGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTTARGAGAAGGA
AGATGCGATTGACGGGATCGECTATCCTTGTGT TTTGRARACCACTCGAGGCGGC TATGATGGCARGGGGCAGTATGTTTTGARAAGTCGGECGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTTARGAGAAGGA

39 400 410 420 430 440 450 460 a0 480 490 500 510 520

| I
ACCTGTGTTTTAGARGCATGGATCCCGT TTGARRARGRGAT TTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGAARACATCCACCACARCARTATTCTTCATGARA
ACCTGTGTTTTAGARGCATGGATCCCGT TTGARRARGRGATTTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGAARACATCCACCACARCARTATTCTTCATGARA
ACCTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGT TTGARAAAGAGAT TTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARAACATCCACCACARCARTATTCTTCATGARA
ACCTGTGTTTTAGARGCATGGATCCCGT TTGARRARGRGATTTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGAARACATCCACCACARCARTATTCTTCATGARA

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
1

1

CGATTGCTCCAGCCGCGATTGATCAGGATGTGATCGAGGAGGC TGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGL
CGATTGCTCCAGCTGCGATTGATCAGGATGTGATCGAGGAGGCTGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGCAGAAGCAGTGRGCCTTTCAGGTGT TTTAGGGG TAGARATGTTTTTAACARRARCAGGCGGGCT
CGATTGCTCCAGCTGCGATTGATCAGGATGTGATCGAGGAGGCTGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGCAGARGCAGTGAGCCTT-CAGGTGT TTTAGGGG TAGARARAGGTTAAC
CGATTGCTCCAGCEGCGATTGATCAGGATGTGATCGAGGAGGC TGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGLagaagcagtgagectt , caggbgbbbtapppetagaaa. . ..th . 8. veisssnsssnvssas

651 660 668
[ N 1

AAGGTGTGTGATGARARR
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Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen gyd de la cepaD.

gydDf
gydDr
Consensus

gydDf
gydDr
Consensus

gydDf
gydDr
Consensus

gydDf
gydDr
Consensus

1 10 20 30 40 50 1] 0 80 30 100 110 120 130
1 1

GGTTGTTTGGTTGACGGATTAATGACARCTATCCACGCTTACACAGGTGACCARRTGACTCTAGACGGACCTCATCC
HHHTTTTTTCCARARAGHT THTHTGTCCARTGGC TARAACAT TGARCGACARAT TTGGTGTTGT TGARGGAT TARTGACARCTATCCACGCTTACACAGG TGACCARRTGACTCTAGACGGACCTCATCC
rersrtarstssstsrntstnsstnsstarstarstaserssesssessses BETEGTETeGTTGARGGAT TARTGACARCTATCCACGCTTACACAGGTGACCARRTGACTCTAGACGGACCTCATCC

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| I
TAAAGGTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGCTGCTARAGCTATCGGTTTAGTARTTCCTGARTTGARCGGTARAT TAGACGGAGCTGCTCAACGTGTT
TAARGGTGACTTCCGCCATGCACGCGETGCTRCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGC TGLTAAAGC TATCGGTTTAGTARTTCCTGAATTGARCGGTAAAT TAGACGGAGCTGLTCAACGTGTT
TRAARGGTGACTTCCGCCATGCACGCGETGCTRCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGC TGCTAAAGC TATCGGTTTAGTARTTCCTGAATTGARCGGTARAT TAGACGGAGCTGLTCAACGTGTT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| I
CCTGTACCAACAGGTTCATTARCAGAAT TAGTAACAGTTCTTGARRARGARGTARCTGTTGACGAARTCART GCAGCART GAAAGAAGC TTCARACGAATCT TACGGATACARCACAGACGARATCGTTT
CCTGTACCARCAGGTTCATTARCAGART TAGTAACAGTTCTTGARRARGARGTARCTGTTGACGAARTCART GCAGCART GARAGAAGC TTCARACGARTCT TACGGATACARCACAGACGARATCGTTT
CCTGTACCAACAGGTTCATTAACAGAAT TAGTAACAGT TCTTGARAAAGARGTARCTGTTGACGAARTCART GCAGCART GAAAGAAGC TTCARACGAATCT TACGGATACARCACAGACGARATCGTTT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 519

| |
CTTCAGATATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTAT TTGATGCTACACAARC TARAGTARTGAC-AGT TGGCGACARACARTTAGT TARRACTGTTGCTTGGT TARACCARRAAGGGAGAGARGARNNN
CTTCAGATATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACARRC TARAGTARTGACCAGCTGGLC

CTTCAGATATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACAARCTARAGTAATGAC AGCTEGEC, v vssesessasrsssssssssssnssnsnsrsssssssssassssnsrasnss

Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen pstS de la cepaD.

pst5D
pstShr
Consensus

pst5D
pstShr
Consensus

pst5D
pstShr
Consensus

pst5D
pst5Or
Consensus

pst5D
pstShr
Consensus

pst5D
pstShr
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130
| |

CCTCCTGCATGTATT TGRCAGARGAGAGAGH
AAARAAAAAARATARACGAAAGAAAAGAARRARGAARARARARARAAARAARRARATTTTATTTTTGAAGCCCARGTGARGC TRGAGCAGT TACTATCGGARRCTCTGATGTATT TG-CAGARGAAAGAGH
rerettesesetesarttatettattteretttretttttartettrttatitartttarettessatsssartasrisartisarstessessessssdaalCCgcATGTATTTG,CAGAAGRAAGAGA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
! !
CGGAGTTGATGCTTCARARTTAGTGGATCATAAAGTAGCAGTGGTCGRGATGGCACCARTCGTCARTARAGATACAGATGTCARRGATATCACCARACAGGARTTGATTGATATCTTTACAGGARAARTC
CGGAGTTGATGCTTCARARTTAGTGGATCATAAAGTAGCAGTGGTCGGGATGGCACCARTCGTCARTARAGATACAGATGTCARRGATATCACCARACAGGARTTGATTGATATCTTTACAGGAARARTC
CGGAGTTGATGCTTCARARTTAGTGGATCATAAAGTAGCAGTGGTCGGGATGGCACCARTCGTCARTARAGATACAGATGTCARRGATATCACCARACAGGAATTGATTGATATCTTTACAGGAARARTC

261 210 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
ACTARCTGGARGGARGTTGGCGGGARAGATCARARARTCARCGTCGTGARCCGTGCARRCGGCAGCGGTACCCGCGCGACATTCGARRAATGEGGACTGGATGRTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGAAL
ACTARCTGGARGGARGTTGGCGGGARAGATCARARARTCARCGTCGTGARCCGTGCARRCGGCAGCGGTACCCGCGCGACATTCGARRAATGEGGACTGGATGRTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGAAL
ACTARCTGGARGGAAGTTGGCGGEARAGATCARARAATCARCGTCGTGARCCGTGCARRCGGCAGCGGTACCCGCGCGACATTCGARARATGEGGACTGGATGRTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGAAL

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
! !
ARGATTCATCAGGARCAGTTCGGCAGC TGRTAAGTCARRCACCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTAAGTATCGACGGTGTAGRACCARARGRAGAGAR
ARGATTCATCAGGARCAGT TCRGCAGC TGRTAAGTCARACACCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTAAGTATCGACGGTGTAGRACCARARGRAGAGAR
ARGATTCATCAGGARCAGTTCGGCAGC TGRTAAGTCARACACCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTAAGTATCGACGGTGTAGRACCARARGRAGAGARA

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
! 1
TGTAGCAGATARCAGCTGGGGARTCTGGTCATATGARCATATGTACACGRACGGARRACCTTCCCCTGAAGTCCARARATTCTTAGACTACATGATGACAGAAGARATCCARGARGGACCTGTCAAAGAR
TGTAGCAGATARCAGCTGGGGARTCTGGTCATATGARCATATGTACACGRACGGARRACCTTCCCCTGAAGTCCARARATTCTTAGACTACATGATGACAGAAGARATCCARGARGGACCTGTCAAAGAR
TGTAGCAGATARCAGCTGGGGARTCTGGTCATATGARCATATGTACACGARCGGARRRCCTTCCCCTGRAAGTCCARARATTCTTAGACTACATGATGACAGAAGARATCCARGARGGACCTGTCAAAGAR

651 660 670 680 690 00703
|
TTGGGCTATTTACCARTCACARTGATGGARGTAACGTGEGGATCACGAGANNN
TTGGGCATTTCCCCA
TTGEGCAATTCACCRs s ssssssssssssssnssssssssssssnssssnes
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Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen adk de lacepaD.

adlkdf
adkdr
Consensus

adlkdf
adkdr
Consensus

adlkdf
adkdr
Consensus

adlkdf
adkdr
Consensus

adlkdf
adkdr
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 o a0 90 100 110 120 130
| I

GTAGGGARCACA-GCTGAARAR-TCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGCGCAGLGATGCA
HHTTTHTTTTTGTGARACCHCCTTTAATGGGGCTGCCAGGCGCAGGTARAGGARCACARGC TGAARRAATCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGCGCAGCGATALA
.............................................. gaRaGGARCACA, GCTGAAAAA, TCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGCGCAGLGATGCA

180 190 200 210 220 230 240 250 260
| I
ARACGARACAGCTCTTGGCCTGGAARGCARAGTCT TATATGGATARAGGTGCAT TAGTTCCTGATGARGTARCARATGGARTCGTGARAGAGCGACTAGC TGARCCAGATACAGAGRARGGCTTCTTATTA
AAACGARRCAGCTCTTGGCCTGGARGCARAGTCTTATATGGATARRGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTARCARATGGARTCGT GARRGAGCGACTAGC TGAACCAGATACAGAGRARAGGLTTCTTATTA
ARACGARACAGCTCTTGGCCTGGAARGCARAGTCTTATATGGATARAGGTGCAT TAGTTCCTGATGARGTARCARATGGARTCGTGARAGAGCGACTAGC TGARCCAGATACAGAGRARGGCTTCTTATTA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| I
GATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARARGCTCTGGACGCAATGCTARAAGATTTGAATAARARARTTGATGCTGTCATCGATATCCATGT TGGTGARGARATCTTGGTCGRACGTCTAGCCGRLL
GATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARARGCTCTGGACGCARTGCTARRRGATT TGARTAARRAARTTGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGARATCTTGGTCGAACGTCTAGCCGRLC
GATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARARGCTCTGGACGCARTGCTARAAGATTTGAATAARARARTTGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGARATCTTGGTCGAACGTCTAGCCGGLL

391
| I
GATTTATCTGCAGCARTTGTGGAGCARCT TRCCATAAARATTTTCARCCCTACARAAGT TGARGACACATGTGATCGT TGLCGG TGGGCATGARTTCTATCARAGAGARGATGATARRCCTGAGACGGTTAR
GATTTATCTGCAGCARTTGTGGAGCARCTTACCATAARATTTTCARCCCTACARAAGT TGARGACACATGTGATCGTTGCGGTGGGCATGARTTCTATCAARGAGARAGAGTARRAR

GATTTATCTGCAGCARTTGTGGAGCARCT TACCATAAARATTTTCARCCCTACARRAGT TGARGACACATGTGATCGT TGCGG TGGGCATGARTTCTATCARAGAGARaaaGaaAARa., . v vevseesss

400 410 420 430 440 450 460 a70 480 490 500 510 520

521 530 540 55652
|

|
AARATCGTGGGAGAATCACACARARANNARNNN

Cepa G

Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen atpA de lacepa G.

atpR-Gf
atpR-Gr
Consensus

atpR-Gf
atpR=-Gr
Consensus

atpR-Gf
atpR-Gr
Consensus

atpR-6f
atpR-G6r
Consensus

atpR-Gf
atph-Gr
Consensus

atpR-6f
atpR-G6r
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 g0 90 100 110 120 130
| I

AARAT
TAGARTGTTARRATACTAGACT TACGGGARTGGGACARGTARARAGCACAAARAGGARRAGGGAGGARGAGGGARARRARATARGATTTTTATTTCCGGT TCATTACGGAATGGCACARRACTTAGRATC

B T T T T T T T T T L 1

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| I
GARTGGTA-GGGTATTATTATCCTTGCGCGATTTCGAGTCCAT TCGTGAAGGAGATARAGTARARCGARCAGGARAGAT CATGGARGT TCCAGT TGGAGAGGCCT TGATCGGACGGGTAGTTRATCCGLT
AAATGATGTAGGTATTATTATCCTTG-GCGATTTCGAGTCCAT TCGTGARGGAGATARRGTARARCGAACAGGARAGATCATGGAAGT TCCAGTTGGAGAGGCCT TGATCAGACRGGTAGTTRATCCGLT
aAATGaTa, aGGTATTATTATCCTTG, GCGATTTCGAGTCCATTCGTGARGGAGATARRGTARAACGAACAGGARAGATCATGGAAGT TCCAGTTGEAGAGGCCT TGATCAGACGGGTAGTTRATCCGLT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| I
AGGTCAGCCAATCGACGGAC TAGGTGARATCGTTACTGACARAGCTCGTCCAGTAGARGTARTGGCACCAGGTGTTATGCARCGTARATCTGT TARCGAACCAAT GCARACAGGGC TARRAGCGATCGAC
AGGTCAGCCARTCGACGGAC TAGGTGARATCGTTACTGACARAGCTCGTCCAGTAGARGCARTGGCACCAGGTGT TATGCARCGTARATCTGT TARCGAACCAAT GCARACAGGGL TARRAGCGATCGAC
AGGTCAGCCARTCGACGGAC TAGGTGARATCGTTACTGACARAGCTCGTCCAGTAGARGEARTGGCACCAGGTGTTATGCARCGTARATCTGT TARCGAACCARTGCARACAGGGL TARRAGCGATCGAC

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| I
GCCCTTRTGCCARTCGEACGCGGACARCGTGART TAGTCATCGGTGACCGTARRACAGGGAARACTTCTATTGCGATCGATACGATCATCARCCARARRGGTCAAGATATGATCTGTATCTATGTAGCAR
GCCCTTGRTGCCARTCGGACGCGGACARCGTGARTTAGTCATCGGTGACCGTARRACAGGGARARCTTCTATTGCGATCGATACGATCATCARCCARARRGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCAR
GCCCTTGTGCCARTCGEACGCGGACARCGTGART TAGTCATCGGTGACCGTARAACAGGGAARACTTCTATTGCGATCGATACGATCATCARCCARARRGGTCAAGATATGATCTGTATCTATGTAGCAR

521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650
| |
TCGGACARRAAGATTCTACAGT TCGTACACARGT TGARACATTGARAARATATGGCGCAATGGAT TACACAATCGTTGTGARTGC-CGGTGCGTCTCARCCAG-CGCCGTTGCTTTATATCGC-ACCATA
TCGGACARRAAGATTCTACAGT TCGTACACARGT TGARACATTGARRARATATGGCGCAATGGAT TACACAATCGTTGTGARTGCACGGTGCGTCTCARCCAGACGCCGTTGCTTTATATCGCTACCATA
TCGGACARRARGATTCTACAGT TCGTACACARGT TGRAAACATTGARAARATATGGCGCAATGGAT TACACAATCGTTGTGARTGE , CGGTGCGTCTCARCCAG , CGCCGTTGCTTTATATCGE ,ACCATA

651 [1:41] 670 680 690 F00 710 720 730 7400 750 760763

| I
TGCTGGTACTGCARTGEGTGARGAGT TCATGTACARCGGTARACATGTCTTG-ATCATTTTTGATGATCTTTCARARCARGCCGTGGC TACCGGGGGARTTTARARARARGGA
TGTTGGTACTGCARTGGGTGARGAGT TCATGTACARCGGTARACATGTCATGTATCCATTTT--TGATTTT

TGeTGGTACTGCARTGGETGARGAGT TCATGTACARCGGTARACATGTCATG. ATCAaTTTT, . TGATCTT . e ersesrssrserseseracsrssrasssessnnranses
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Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen ddl de la cepaG.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

1 1

dd1Gf CCAGGGTGGCATGGTGECCA-TG==———-=-—— GG
ddlGr CCCCCCCCCCCCCCGCCCTCCCCACCCGCCCACCACGAATTAARARAAAGARARARARGAGATTTTTTTTTTTGAACCTTTTTGTAGCCTTATGTCGGCGCAGGCGTATTGACCAGTGCATGTGCCATGE
CONSENSUS  taiiasisasssasssasssasssasssssssssotssstssetssotssstssntssntssntssatstssstssstsssstssstssstsssss CcacGcaGGCaTagTGalCAL Th. s v osssess GG

131 140 150 160 170 180 1390 200 210 220 230 240 250 260
I

I
dd1Gf ATARRATCATGACCARGTATATTTTACARGCTGCTGGTGTGCCGCAAGTTCCTTATGTACCAGTACTTARGAATCAATGGARAGARRATCCTARARARGTATTTGATCARTGTGARGGTTCTTTGCTTTA
dd1Gr ATARRATCATGACCARGTATATTTTACARGCTGCTGGTGTGCCGCARGTTCCTTATGTACCAGTACTTAARGAATCARTGGARAGARRATCCTARARARGTATTTGATCARTGTGARGGTTCTTTGCTTTA
Consensus  ATAARATCATGACCAAGTATATTTTACAAGCTGCTGGTGTGCCGCARGTTCCTTATGTACCAGTACTTARGARTCAATGGARAGARRATCCTARARARGTATTTGATCARTGTGARGGTTCTTTGCTTTA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

I I
dd1Gf TCCGATGTTTGTCARACCGGCGARTATGGGTTCTAGTGTCGGCATTACARAAGCAGARAACCGAGARGAGC TGCARRATGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGTTGAACARGGA
ddlGr TCCGATGTTTGTCARACCGGCGARTATGGGTTCTAGTGTCGGCAT TACARAAGCAGARAACCGAGARGAGC TGCARRATGCT TTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGTTGAACARGGA

Consensus TCCGATGTTTGTCARACCGGCGARTATGGGTTCTAGTGTCGGCATTACARARGCAGARAACCGAGARGAGC TGCARRATGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGTTGAACARGGA

391 400 da10 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

I I

dd1Gf ATTGAAGCGCGCGARATCGARGTTGCTGTATTAGGAARTGARGACGTTCGGACGACTTTGCCTGGTGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGATTATGARGCARRRTATATCARTARTARAATCGAAR
ddlGr ATTGAAGCGCGCGARATCGARGTTGCTGTATTAGGARRTGARGACGT TCGGACGACT TTGCCTGGTGARGTCGTARRAGACGTAGCATTCTATGATTATGARGCARAATATATCARTAATARAATCGAAR
Consensus ATTGARGCGCGCGARATCGAAGTTGCTGTATTAGGARATGARGACGT TCGGACGACTTTGCCTGATGARGTCGTARRAGACGTAGCATTCTATGATTATGARGCARRRTATATCARTARTARRATCGARA

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

I I

dd1Gf TGCAGATTCCAGCCGARGTGCCAGARGARGTTTATCARARAGCACARGAGTACGCGARGTTAGCTTACACGATGTTAGGCGGAAGCGGAT TGAGCCGRTGATTTTCTTTTTAARRAARAAARAARCGTGE
ddlGr TGCAGATTCCAGCCGARGTGCCAGAAGAAGTTTATCARARAGCACARGAGTACGCGAR---AGTTTAGCCTTT
Consensus TGCAGATTCCAGCCGAAGTGCCAGAAGAAGTTTATCARARAGCACARGAGTACGCGAR. . .AGCTTAcaCgaT

651 660 670 6BO 630 F00 10 20 730 737

I I
dd1Gf GCCGCCGGGLCCEELGGCGLEERGCGLGEEECCGGEGLCGLGEEEGEGEEHCEEELGGLGLTTREECCGLCEGECEGCGLCCGLCCCGRE
dd1Gr

CONSENSUS  4osesessssssnsesastsnssessstsnssessstsssststssstsasstssstsntstssstsnsosstssstsnssssssts

Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen gdh de la cepaG.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

1 1

gdhG AGGGGTTTTGTAGCATTACTTGCA-TGGARCCGCCAGTAGCATTTTCCGARARAGAARTCCGTACAGARARGATCARA
gdhGr  ARTTTARACTTTTTTTTGGCCGCCARCTARRGATATGGTGCARAATCATATTTTACAGGT TGTAGCATTACTTGCARTGGARCCGCCAGTAGCATTTTCCGARRRRGARRTCCGTACAGARARGATCARA
COMSENSUS  4vivssessssssssssssssnsssssssssansssnssssssssssnssssdgacaggl TRTAGCATTACTTGCA, TGEARCCGCCAGTAGCATTTTCCGARARAGAAATCCGTACAGARARGATCARA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I 1

gdhG GCATTGARAGCTATCCGCATTTATARCGAAGARGAAGTGTTAGRAARACTTCGTTCGCGGGCARTATGCTCARGGTGARTTGGATGGTGTACARTTCARGGGC TATCGCGAAGARGACARAGTGGATGCTC
gdhGr  GCATTGAARGCTATCCGCATTTATARCGARGARGAAGTGT TRAGARRACT TCGTTCGCGGGCARTATGCTCARGGTGART TGGATGRTGTACART TCARGGGC TATCGCGAAGARGACARAGTGGATGLTC
Consensus GCATTGAARGCTATCCGCATTTATARCGARGARGARGTGTTAGARRACTTCGTTCGCGGGCARTATGCTCARGGTGAATTGGATGGTGTACAAT TCARGGGCTATCGCGAAGARGACARRGTGGATGCTC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

I I

gdhG  AATCAGAGACTGARACATTCGTCGCAGGCARATTCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGTTTGACTGARARAGGGACTCGGATCARCATCGTATTCAR
gdhGr  ARTCAGAGACTGARRCATTCGTCGCAGGCARATTCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGT TTGACTGAARRAGGGACTCRGATCARCATCGTATTCAR
Consensus  ARTCAGAGACTGAAACATTCGTCGCAGGCARATTCACTATCGACARCTTCCATTGRTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARACGTTTGACTGAARRAGGGAC TCRGATCARCATCGTATTCAR

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

I 1

gdhG  ACAAGTTCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGAACCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCARCTGAAGGATTTTCTTTATCCTTGARTGGGAAAGAR
gdhGr ACARGTTCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGAACCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCARCTGAAGGRTTTTCTTTATCCTTGARTGRGAAAGRA
Consensus  ACARGTTCCTGTTAATGTATTCARARCATCTGTCGATGAACCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTAACGATCTATATTCAGCCARCTGAAGGATTTTCTTTATCCTTGARTGRGAAAGAR

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

I 1

gdh6  GTAGGGCARGGATTTGARACGGARCCARTCARATTGGAATTTAGARATAGTGCAGARRTGGT TGARRATAGCCCAGARGCT TACGARRARTTACTATTAGATGCGTTGAR-TGGTGATGGAACGRACTTC
gdhGr GTAGGGCARGGATTTGAAACGGARCCARTCARRTTGGART TTAGARATAGTGCAGARRTGGT TGARRRTAGCCCAGARGCTTACGARRAATTACTATTAGATGCGTTGARATGGTGAGGGAA--AAC

Consensus GTAGGGCARGGATTTGAARCGGARCCARTCAAAT TGGARTTTAGARATAGTGCAGAARTGGT TGAARATAGCCCAGAAGCTTACGARRAATTACTATTAGATGCGTTGAR, TRETGAZGEAA, LAAL, , .

651 660 670 680 630 700 710 720 730 740 750 758

1 |
gdhG  TCTCATTGGGACGAAGT TCCCARTCTATTGGARGGARARARARARAARRRARAACCARARAAGGCACGGCTGCTCEGTCCTTGTTGARCCCCCTCCCARGACCATCCA
gdhGr

COMSENSUS  tvrvnrrsnnsssssnsrrssssssssssssssrsssssssssssssstsstssssssssssstestssrsessssssssstesrssssssssssssrsrsssnssns

86



Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen purK de la cepa G.

purkref7
purkKGf
purkGr
Consensus

purKref7
purkGf
purkBr
Consensus

purKref?
purkGf
purkGr
Consensus

purKref?7
purkGf
purkGr

1 10 20 30 A 50 1] 70 a0 90 100 110 120 130
| I
TGTCAGTGTAGAGGCGTTARATGLG

TAGGAGCT TGGCCAGARGAACAGATGTCATTACCTATGARTTCGARRATGTCAGTGTAGAGGCGTTARATGCG

CAGTARGCCCAGAGC AGACARRAGTGTCTATGATGACACCTTTGCGCTGAARGRGCTTG-CCAGARGAACAGATGTCATTACCTATGARTTCGARARTGTCAGTGTAGAGGCGT TARATGCG
. B T A 2N gteatbacctatgaattegaaaal GTCAGTGTAGAGECGTTARATGEG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| I
ATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACT TGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARRARTCTTTTTTGGARACGARCARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCARTCGTCAGTCCGA
ATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACT TGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARARARTCTTTTTTGGARACGARCARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGTCCGA
ATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCAAGGGACAGACT TGCTTGCGAT TACGCARGACCGCCTGTTAGARAAATCTTTTTTGGARACGARCARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGTCCGA
ATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACT TGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARRARTCTTTTTTGGARACGARCARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCEATCGTCAGTCCGA

261 270 280 290 300 30 320 330 340 350 360 370 380 390
1 1
CGGATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARRACCACTCGAGGCGGCTATGATGGCARGGGGCAGTATGTTT TGARAAGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTT
CGGATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARRACCACTCGAGGTGGCTATGATGGCARGGGGCAGTATGTTT TGARAAGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTT
CGGATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARRACCACTCGAGGTGGCTATGATGGCARGGGGCAGTATGTTT TGARAAGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTT
CGGATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARAACCACTCGAGGEGGC TATGATGGCAAGGGGCAGTATGTTTTGARAAGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTT

391 Ay 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
|

|
CTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTTTGAARAAGAGAT TTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCAAGGAGAT TTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARARCATCCACCACARCAATATT
AAGAGARGGARCCTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTT TGARARAGAGAT TTCGATCATGGTGGCAGGAARTGGTCAAGGAGAT TTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARARCATCCACCACARCAATATT
AAGAGARGGARCCTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTT TGARARAGAGAT TTCGATCATGGTGGCAGGAAATGGTCAAGGAGAT TTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARARCATCCACCACARCAATATT

C

purkref7
purkGf
purkBr
Consensus

purKref?
purkGf
purkGr
Consensus

CTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTTTGAARARGAGAT TTCGATCATGGTGGCAGGAARTGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARARCATCCACCACARCAATATT

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
I

|
CTTCATGARACGATTGCTCCAGCTGCGATTGATCAGGATGTGATCGAGGAGGCTGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGL
CTTCATGARACGAT TGCTCCAGCTGCGATTGATCAGGATGTGATTGARGAGGCTGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGCAGARGCAGTARGCCTTTCAGGTGCTTTAGGGGTAGAAATGTTTTTAACARRRA
CTTCATGARACGATTGCTCCAGCTGCGATTGATCAGGATGTGATTGARGAGGC TGAGCG TATTGCCCGTGTGATTGCAGARGCAGTARGCCTTTCAGG TGCTTGTCACATTTTGATGTAT
CTTCATGARACGATTGCTCCAGCTGCGATTGATCAGGATGTGATLGAAGAGEC TGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGCagaagcagt aageekbbeaggtgctt, ... L., abgb b o rnen..,

651 1) 670 680 686
1

CAGGCGGGTTTTGTGTGGTAGTARTAARRRARARAR

Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen gyd de la cepaG.

gudGf
gydGr
Consensus

gydGf
gydGr
Consensus

gudGf
gydbr
Consensus

gydGf
gydGr
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
| I

TTTTAGGGTAGTTTGGTTGARGGATTARTGACAACTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTAR
HHTTCTTCCARAATCTTGTTTGTCCAATGGC TARRACAT TGARCGACARATTTRGTGTTGT TGARGGAT TARTGACAACTATCCACGCT TACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTAR
veresrsrasrsrssrsrsersrsasssranrsrssesesesssfaCalaggTabTeTeGTTGAAGGATTARTGACAACTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTAA

13 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| I
AGGTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTRCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGC TGCTARRGCTATCGGT TTAGTAATTCCTGAAT TGARCGG TARRT TAGACGGAGCTGCTCARCGTGTTCLT
AGGTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTRCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGC TGCTARRGCTATCGGT TTAGTARTTCCTGAAT TGARCGGTARRT TAGACGGAGCTGCTCARCGTGTTCLT
AGGTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGT TCCTARCTCARCAGGTGC TGCTARRGCTATCGGT TTAGTARTTCCTGAAT TGARCGG TARRT TAGACGGAGCTGCTCARCGTGTTCCT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| 1
GTACCARCAGGTTCATTARCAGARTTAGTAACAGTTCTTGAARARGAAGTAACTGTTGACGAARTCARTGCAGCAATGARAGAAGCTTCARACGAATCTTACGGATACAACACAGACGAARTCGTTTCTT
GTACCARCAGGTTCATTARCAGARTTAGTARCAGTTCTTGAARAAGAAGTARCTGTTGACGAART CARTGCAGCARTGARAGARGC TTCARRCGARTCTTACGGATACAACACAGACGARRTCGTTTCTT
GTACCARCAGGTTCATTARCAGARTTAGTARCAGTTCTTGAARAAGAAGTARCTGTTGACGAART CARTGCAGCARTGARAGAAGC TTCARRCGARTCTTACGGATACAACACAGACGARRTCGTTTCTT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 516

| I
CAGATATCGTTGGTATGACTTACGETTCATTATT TGATGCTACACARACTAARGTARTGAC-AGT TGGCGACARACART TAGTTARARCTGT TGCTTGGTTGARACCARARGGGGGAGAARGARNN
CAGATATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACARACTAARGTARTGACCAGT TGGLCGA

CAGATATCGTTGGTATGACTTACGGT TCATTATTTGATGC TACACAAAC TAAAGTAATGAC . AGTTGECCAR. s sssesssssssssssrsrssssssnssssnssssssrsrsssssssssnsns
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Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen pstS de la cepaG.

1 10 20 30 40 50 1] 70 80 90 100 110 120 130

I I

pst56 ACTCCTGGATGTATTTGL GGAGTTGATGCTTCARARTTAGTGGATCATARRGTAGCAGTGGTCGG
pstSGr CCCCCCTTTTTTTTITTTTTGGACCCARATTGAGCTGGAGCAGTTACTATCGGARACTTTGATGTATTTGCAGARGAAAGAGACGGAGT TGATGCTTCARARTTAGTGGATCATARRGTAGCAGTGGTCGG
CONSENSUS  rverrsrrrssrarsrarssssrsanssarsrssssnssarssnsssnsnas AaaCcTgGATGTATTTGL GGAGTTGATGCTTCARARTTAGTGGATCATARAGTAGCAGTGGTCGG
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 I

pstS6  GATGGCACCARTCGTCAATARRGATACAGATGTCARAGATATCACCARACAGGAATTGATTGATATCTTTACAGGARARATCACTAAC TGGARGGAAGT TGGCGGGARAGATCARARAATCARCGTCGTG
pst5Gr GATGGCACCARTCGTCARTARRGATACAGATGTCARAGATATCACCARACAGGRAATTGATTGATATCTTTACAGGAARRATCACTARCTGGAAGGAAGT TGGCGGGARRGATCARRARRTCARCGTCGTG
Consensus GATGGCACCARTCGTCARTARAGATACAGATGTCARAGATATCACCAAACAGGRAATTGATTGATATCTTTACAGGRAARARTCACTARCTGGAAGGARGT TGGCGGGARRGATCARRARATCARCGTCGTG

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 1

pstS56 ARCCGTGCARRCGGCAGCGGTACCCGCGCGACATTCGARAAATGGGGACTGGATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGARCARGATTCATCAGGAACAGTTCGGCAGC TGGTARGTCARACACCAGGAG
pst.5Gr AACCGTGCARACGGCAGCGGTACCCGCGCGACATTCGARAAATGGGGACTGGATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGARCAAGATTCATCAGGARCAGT TCGGCAGC TGGTAARGTCARACACCAGGAG
Consensus ARCCGTGCARACGGCAGCGGTACCCGCGCGACATTCGARRARTGGGGACTGGATGRTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGAACAAGATTCATCAGGARCAGTTCGGCAGC TGGTARGTCARACACCAGGAG

391 400 4a10 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

I I

pstS6 CAATCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACAAGCACTARGTATCGACGGTGTAGARCCARARGAAGAGARTGTAGCAGATARCAGCTGGGGARTCTGGTCATATGARCATATGTACAC
pst.5Gr CAATCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACAAGCACTARGTATCGACGGTGTAGARCCARARGAAGAGAATGTAGCAGATARCAGCTGGGGARTCTGGTCATATGARCATATGTACAC
Consensus CAATCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACAAGCACTARGTATCGACGGTGTAGAACCARARGAAGAGAATGTAGCAGATARCAGC TGGGGARTCTGGTCATATGARCATATGTACAC

521 530 54 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

I I

pstS56  GAACGGAARACCTTCCCCTGARGTCCARRARTTCTTAGACTACATGATGACAGAAGARATCC-ARGARGGA--CCTGTCARAGAATTGGGCTATTTACCARTCACARTGATGGARGTARGGGGGGGTATC
pst.5Gr  GAACGGARAACCTTCCCCTGARGTCCARRARTTCTTAGACTACATGATGACAGARGAAATCCCARGAAGGGACCCTGGTCCTARARRGG

Consensus GAACGGAAAACCTTCCCCTGAAGTCCARRAAT TCTTAGACTACATGATGACAGAAGAAATCC ,ARGAAGGa, ,CCTGgcaaaafRaath, . .

651 [::41] 669

| —mmm N 1

pstS6  AGGAGARATCACARARART
pst.SGr

CONSeNsSuUS  cvvvrvevrrassarenes

Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen adk de lacepa G.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100 110 120 130

1 1

adkgf GACGGTARGGGA-CACA-GCTGARARA-TCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGCGCAGCARTGCA
adkgr GGGTARTTTATGTGRAACCCCCATTTARTGGGGCTGCCAGGCGCAGGTARRGGARCACARGCTGARARARTCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGCGCAGCARTGCA
CONSENSUS  4.cvsssvsssessssssssssassssssssnsssssssss0aa66TARAGGA, CACA,GCTGARARA, TCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGCGCAGCARTGCA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |

adkgf AARCGARACAGCTCTTGGCCTGGARGCARRGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTARCAAATGGARTCGTGAARGAGCGAC TAGCTGAACCAGATACAGAGARRGECTTCTTATTA
adkgr ARACGARACAGCTCTTGGCCTGGARGCARAGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTARCARATGGAATCGTGAARGAGCGAC TAGC TGAACCAGATACAGAGARRGGCTTCTTATTA
Consensus AARCGARACAGCTCTTGGCCTGGARGCARAGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTARCARATGGARTCGTGAARGAGCGAC TAGC TGARCCAGATACAGAGARRGGCTTCTTATTA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| I
adkgf GATGECTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARARGCTCTGGACGCAATGCTARRAGATTTGAATARARRARRTTGATGCTGTCATCGATATCCATGT TGGTGARGAARTCTTGRTCGARCGTCTAGCCGGLT
adkgr GATGGECTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARARGCTCTGGACGCAATGCTAARAGATTTGARTARRRAARTTGATGCTGTCATCGATATCCATGT TGGTGARGARRTCTTGRTCGARCGTCTAGCCGGLT

Consensus GATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARARGCTCTGGACGCAATGCTARAAGATTTGARTARRRAARTTGATGCTGTCATCGATATCCATGT TGGTGARGARRTCTTGATCGARCGTCTAGCCGGLD

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

| I
adkgf GATTTATCTGCAGCAATTGTGGAGCARCTTACCATARARTTTTCARCCCTACARRAGT TGARGACACATGTGATCGT TRCGGTRGGCATGAAT TCTATCARRGAGAAGATGATAAACCTGAGACGGTTAR
adkgr GATTTATCTGCAGCAATTGTGGAGCARCTTACCATARARTTTTCARCCCTACARRAGT TGARGACACATGTGATCGT TRCGGTGGGCATGAAT TCTATCARRGAGRARGRGTARARA

Consensus GATTTATCTGCAGCARTTGTGGAGCARCTTACCATARARTTTTCARCCCTACARAAGT TGARGACACATGTGATCGT TGCGGTGGGCATGAATTCTATCARAGAGAAaaataalARa. .. .avsvassss

521 530 540 55652

| 1

adkgf ARATCGTGGCANTACACARACARARCHAANNN
adkgr

CONSENSUS  s.viuiesissessasissnsassssnsssse
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Cepa QOD-2

Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen atpA de la cepa QD-2.

1 10 20 30 40 50 B0 70 80 90 100 110 120 130

| 1

atpA-D2 TGGGACARTGGAT
atpA=D2r TTGTTATTTTTTGTT TTARGAAATCAAAATGGAARAAAARTGGGGGETT TGEGTTTTTTARGTARTTTCTTTTACCGGTCATTACGGARTGGCACARAACTTAGAGTCAAATGAT
CONSEMSUS  aerinuinsessasssssnssssssssasssssssssssssssstssssssssssssssstossssssstsssssssntsssssssnssssssssnssssssnsssssssessssssssaiabaCARagGAT
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I 1

atpA-02 GTARGTATCATTATCCTTGCGCGATTTCGAGTCCATTCGAGAAGGAGATARAGTARARCGARCAGGTCAGATCATGGTARGTTCCAGT TGGAGAGGCCTTGATCGGTCGGGTAGTCGATCCGCTAGGTCA
atpA-D2r GTAGGTATCATTATCCTTG-GCGATTTCGAGTCCATTCGTGAAGGAGATAARGTAAAACGARCAGGTARGATCATGG-ARGTTCCAGT TGGAGAGGCCTTGATCGGTCGGGTAGTCARTCCGCTAGGTCA
Consensus GTAAGTATCATTATCCTTG.GCGATTTCGAGTCCATTCGaGAAGGAGATARAGTARARCGARCAGGTaAGATCATGG. ARGTTCCAGTTGGAGAGGCCTTGATCGGTCGGGTAGTCAATCCGCTAGGTCA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

I |

atpA-D2 ACCARTCGACGGACTAGGTGAAATCGTTACTGACARAGCTCGTCCAGTAGARTTARTGGCACCAGGTGT TATGCAACGTARATCTGTTARCGAACCARTGCARRCAGGGC TRARAGCGATCGACGCCCTT
atpA-D2r ACCAATCGACGGACTAGGTGAARTCGTTACTGACARAGCTCGTCCAGTAGARGCGATGGCACCAGGTGT TATGCAACGTAAATCTGTTARCGAACCARTGCAARCAGGGC TARRAGCGATCGACGCCCTT
Consensus ACCARTCGACGGACTAGGTGAAATCGTTACTGACARAGCTCGTCCAGTAGAAZcaATGGCACCAGGTGTTATGCAACGTARRTCTGTTARCGAACCARTGCARRCAGGGC TARRAGCGATCGACGCCCTT

391 Ay 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

1 1

atpfA-D2 GTGCCAATCGGACGCGGACARCGTGAATTAGTCATCGGTGACCGTAARACAGGGARARCTTCTATTGCGATCGATACGATCATCARCCARARAGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGAC
atpA-D2r GTGCCARTCGGACGCGGACARCGTGARTTAGTCATCGGTGACCGTARRACAGGGAARACTTCTATTGCGATCGATACGATCATCARCCARARAGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGAC
Consensus GTGCCARTCGGACGCGGACARCGTGAATTAGTCATCGGTGACCGTARARCAGGGARARCTTCTATTGCGATCGATACGATCATCARCCARARAGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGAC

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

1 1

atpA-D2 ARARRGATTCTACAGTTCGTACACAAGTTGRAARCATTGARAAAATATGGCG-CA-ATGGATTACACAATCG-TTGTGARTGCC-GGTGCGTCTCAACCAGCA-CCATTACTTTATATCGCAC-CATATGC
atpA-D2r ARARTGATTCTGCAGGTCGTACCCARGTTTARACAT-GARRARATATGGCGACACATGGATCACACAGTCGATTGTGARTGCATGGTGAGTGTCATCCAGCAGCCATTACTTTATATTGCACTCATACGT
Consensus AAARaGATTCTaCAGgTCGTACACAAGTT¢AAACAT , GAARAAATATGGCG . CA, ATGGATCACACAATCG, TTGTGAATGCa, GGTGaGTcTCRaCCAGCA, CCATTACTTTATATeGCAC, CATACGE

651 1) 670 680 690 Fo0 710 720 730 740 750 76962

1 1

atpA-D2 TGGTACTGCARTGGGTGAAGRATTCATGTACAR-CGGTARAC-=-ATGTATTGAT-CATTTTTGATGATCTTTCARARCARGCCGTGGCTACCTGGTGARCCTTAAARRRGHN
atpA-D2r TGGTARCGCARTCGGTGARGAATTCATGTACAATCGGTARATCGATGTATGGTTACATATCAGTAGTTARAG

Consensus TGGTAacGCARTcGGTGAAGAATTCATGTACAA, CGGTARAG, . ATGTATEGAT .CATATCabaaialaaas. .cverrensssssssssssssssssannsssssssssss

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen ddl de la cepa QD-2.

1 10 20 30 40 50 60O 70 80 30 100 110 120 130

| I

dd1D2F GGGAACCARAGTTATAT---TTTTACARGCTGCTGGTGTGCCGCAAGTTCCTTATGTACC
dd1D2r HNNTTTTTTTTGARCACCTTATARATCCTTATGTCGGCGCAGGCGTATTGACCAGTGCATGTGCCATGGATARRATCATGACCARGTATATTTTACARGCTGCTGGTGTGCCGCAAGTTCCTTATGTACC
CONSENSUS  4issessssssesssastsssssssssssssssstansssssasstssssastsnsssssassesssesssfaalficClaaacchaal, .. TTTTACARGCTGCTGETGTGCCGCARGTTCCTTATGTACC

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260

| I
dd1D2f AGTACTTARGARTCARTGGARAGARRATCCTARARRAGTATTTGATCARTGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCTGCGARTATGGGTTCTAGTGTCGGCAT TACARAGGCAGARRAC
dd1D2r AGTACTTARGARTCARTGGARAGARRATCCTARAARAGTATTTGATCARTGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCTGCGARTATGGGTTCTAGTGTCGGCAT TACARAGGCAGARRALC

Consensus AGTACTTARGARTCARTGGARAGARRATCCTARARAAGTATTTGATCAATGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCTGCGARTATGGGTTCTAGTGTCGGCAT TACARAGGCAGARRAC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| I

dd102f CGAGAAGAGCTGCAARATGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCAATCGT TGARCARGGART TGARGCGCGCGARATCGARGT TGCTGTATTAGGARATGARGATGT TCGGACGACTTTGC
dd1D2r CGAGAAGAGCTGCARRATGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCAARTCGT TGARCARGGAART TGAAGCGCGCGARATCGARGT TGCTGTATTAGGAARTGARGATGT TCGGACGACTTTGE
Consensus CGAGAAGAGCTGCARRATGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGT TGARCARGGART TGAAGCGCGCGARATCGAAGT TGCTGTATTAGGARATGARGATGT TCGGACGACTTTGE

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

| I

dd1D2f CTGGCGARGTCGTARRRGACGTAGCATTCTATGATTATGAAGCCARATATATCARTAATARARTCGAARTGCAGATTCCAGCCGARGTGCCGGARGAR-GTTTATCARAARGCGCARGAGTACGLGARGT
dd1D2r CTGGCGARGTCGTARRRGACGTAGCATTCTATGATTATGAAGCCARATATATCARTAATARARTCGAARTGCAGAT TCCAGCCGARGTGCCGGARGARAGT TTATCGAAAR-TACA

Consensus CTGGCGAAGTCGTAARAGACGTAGCATTCTATGATTATGAAGCCARATATATCARTAATARRATCGAAATGCAGATTCCAGCCGAAGTGCCGGARGAR, GTTTATCAAAAA, caCh..vviarsrassns

521 530 540 550 560 570 580 588

| 1

dd1D2f TAGCTTACACGATGTTAGGTGGAAGCGGATTGAGCGGGTTATTCTTTTTTTARARARARAAAAAANNN
dd1D2r

CONSENSUS  .ivireresersssrassasssssssssanssssssssrssssssssrsssrsssrassasssanans
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen gdh de la cepa QD-2.

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
| I
gdhD2f CATTTA
gdhD2r  ATATGCTGCCARGARTTCTTGCCCTATTCCARARTACCCTATTTTTTTARTTTTTCTAAATAAARRARRRARRRARTTTTTTTTGGCGGCARC TARRGATATGGTGCARTATCATATTTTACAGGTTGTA

CONSENSUS  4iasesnstanssestsssesasttasssssstsssststssstssttsstststsattsasssssstsntssstssstsastsasstasstssssssssastsnsssasstansessssessCalglf

i1 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| I

gdhD2f  ACTTTG---GCAATGGARCCGCCAGTAGCATTTTCCGARARRGARRTCCGTACAGARRAGATCARAGCATTGARAGC TATCCGCATTTATARCGARGAAGARGTGT TAGAARACTTCGT TCGCGGGCART
gdhD2r  GCATTACTTGCAATGGARCCGCCAGTAGCATTTTCCGARARRGAARTCCGTACAGARRAGATCARRGCATTGARAGCTATCCGCATTTATARCGARGAAGARGTGTTAGAARACTTCGTTCGCAGGCART
Consensus aCaTTa...GCARTGGAACCGCCAGTAGCATTTTCCGARARAGARRTCCGTACAGAARAGATCARRGCATTGARAGC TATCCGCATT TATARCGARGAAGARGTGTTAGAAARCTTCGTTCGCGGECART

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| I
gdhD2f  ATGCTCARGGTGAATTGGATGGTGTACAATTCARGGGC TATCGCGARGARGACARAGTGGATGCTCAATCAGAGACTGARRCATTCGTCGCAGGCARATTCACTATCGATARCTTCCGTTGRTCAGGTGT
gdhD2r ATGCTCAAGGTGARTTGGATGGTGTACAATTCARGGGC TATCGCGAAGARGACARAGTGGATGCTCAATCAGAGACTGARRCATTCGTCGCAGGCARATTCACTATCGATARCTTCCGTTGRTCAGGTGT

Consensus ATGCTCARGGTGAATTGGATGGTGTACART TCAAGGGC TATCGCGAAGARGACARAGTGEATGCTCARTCAGAGACTGARACATTCGTCGCAGGCARATTCACTATCGATARCTTCCGTTGETCAGGTGT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

| I
gdhD2f TCCTTTCTATGTACGTACAGGCAAACGTTTGACTGARRRAGGGAC TCGGATCARCATCGTATTCARACARGTTCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCA
gdhD2r  TCCTTTCTATGTACGTACAGGCAAACGTTTGACTGAARRAGGGAC TCGGATCARCATCGTATTCARACARGTTCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCA

Consensus TCCTTTCTATGTACGTACAGGCAAACGTTTGACTGARARAGGGACTCGGATCARCATCGTATTCARACARGTTCCTGTTAATGTATTCARARCATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCA

521 530 540 550 560 570 580 590 [Sil1] 610 620 630 640 650

| I
gdhD2f  CCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCARCTGAAGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGARAGARGTAGGGCAAGGATTTGARRCGGARCCARTCARATTGGARTTTAGARATAGTGCAGAARTGGTTG
gdhD2r CCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCARCTGAAGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGARAGARGTAGGGCAAGGATTTGARRCGGARCCARTCARATTGGARTTTAGARATAGTGCAGAARTGGTTG

Consensus CCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCARCTGRAAGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGEARAGARGTAGGECARGGAT TTGARACGGARCCARTCARATTGGAATTTAGARATAGTGCAGAAATGGTTG

651 660 670 680 630 700 710 720 730 740 750 760 77
|
gdhD2f ARRATAGCCCAGARGCTTACGARARRTTACTATTAGATGCGT TGARTGGTGATGGARCGARCTTCTCTCATTGEGACGARGT TCCGARCTTTTGARGAARAAARARAATCGGGARRARACT
gdhD2r AARATAGCCCAGARGCTTACGARARRTTACTATTAGATGCGT TGARATGGGT--GARTG
Consensus  ARRATAGCCCAGARGCTTACGARARRTTACTATTAGATGCGT TEARAEEEEA. JGAACE. . avue s e iriaritsersesssssssssssassssssssssssssssnssnsssnnes

Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen purK de la cepa QD-2.

1 10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130

1 1

purkref2 CGTCAGTGTAGAGGCGTTAAR
purkD2f GCTGARGARCAGATGTCATTACCTATGART TCGARRACGTCAGTGTAGAGGCGTTAAA
purkD2r  TTTTTTTTTTCCCCCCCACACAGGGAGCCCATGARRGTGTCTATGATGACACCTTTGCGC TGARAGAGC TTGCCAGAAGARCAGATGTCATTACCTATGART TCGARRACGTCAGTGTAGAGECGT TARA
CONSENSUE  +ovrrrserrsssrarssssssrasssssssrasssssserasssssssssssrassssssrrassesnsres c,gaagaacagatgbcatbacctatgaattcgaaaalGTCAGTGTAGAGGCGTTAARA
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| I

purkref2 TGCGATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCAAGACCGLCTGTTAGARRRATCTTTTTTGGARRCGARCARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGT
purkD2f TGCGATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGAARRATCTTTTTTGGARACGARCARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGT
purkD2r TGCGATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACT TGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARARRTCTTTTTTGGARACGARCARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGT
Consensus TGCGATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARARATCTTTTTTGGARACGAACARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 1

purkref2 CCGACGGATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARAACCACTCGAGGCGGC TATGATGGCARGGGGCAGTATGTTTTGARAAGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACT
purkD2f CCGACGGATATCCARGATGCGAT TGACGEGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARRRCCACTCGAGGCGGC TATGATGGCARGGGGCAGTATGTTTTGAARAGT CGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGRACT
purkD2r CCGACGGATATCCARGATGCGAT TGACGEGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARRRCCACTCGAGGCGGC TATGATGGCARGGGGCAGTATGTTTTGAARAGT CGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGRACT
Consensus CCGACGGATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARARCCACTCGAGGCGEC TATGATGGCAAGGEGCAGTATGTTTTGARAAGT CGEGCGEATCTAGCTCCTGCCATGGACT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| 1

purkref2 TTTTAAGAGARGGARCCTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTTTGARARRGAGATTTCGATCATGRTGGCAGGARATGGTCARGGAGAT TTCACGACTTTTCCGGTCGTGGAARACATCCACCACAACAR
purkD2f  TTTTARGAGARGGARCCTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTTTGAARARGAGATTTCGATCATGATGGCAGGARATGRTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGRTCGTGGARARCATCCACCACARCAR
purkD2r  TTTTARGAGAARGGAARCCTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTTTGAARARGAGATTTCGATCATGATGGCAGGARATGRTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGRTCGTGGAARACATCCACCACARCAR
Consensus  TTTTARGAGARGGARCCTGTGTTTTAGARGCATGGATCCCGTTTGAARRAGAGATTTCGATCATGGTGGCAGGARATGETCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGATCGTGGARARCATCCACCACARCAR

521 530 540 550 560 570 580 590 5] 610 620 630 640 650
|

|
purkref2 TATTCTTCATGARACGATTGCTCCAGCCGCGATTGATCAGGATGTGATCGAGGAGGCTGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGE
purkD2f  TATTCTTCATGARACGATTGCTCCAGCCGCGATTGATCAGGATGTGATCGAGGAGGLTGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGCAGARGCAGTGAGCCTTT--CAGGTGTTTTAGGGGTAGAARTGTTTTTAA
purkD2r  TATTCTTCATGARACGATTGCTCCAGCCGCGATTGATCAGGATGTGATCGAGGAGGCTGAGCGTATTGCCCGTGTGAT TGCAGARGCAGTGAGCCTTTTCCTCCACTCTATTCCGTTGGARGCTCARTTE
Consensus  TATTCTTCATGAARCGATTGCTCCAGCCGCGATTGATCAGGATGTGATCGAGGAGECTGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGCagaagcagt gagecttt, e, .. .. [ gt.g.aa..b...L.,

651 660 670 680 69092

1 |
purkref2

purkD2f  CARARRCAGGCGGGTTTTTGTTTTTTGARARRRCARAARATC
purkD2r
Consensus
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen gyd de la cepa QD-2.

1 10 20 30 40 50 6 70 80 J0 100 110 120 130

| |

gydD2f TTTTGLG—=-——= TTGTTTGGTTGARGGAT TARTGACAACTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTARA
gydD2r  HNTCTCTCARRATTGGGTTACTCCAATGGCTARARCATTGARCGACARATTTGGTGTTGTTGARGGAT TARTGACAACTATCCACGCTTACACAGRTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTARA
CONSENSUS  suvevsessssessnsssnsssssassesnsssssast1gaalh, .. ... . TgGTgTgGTTGARGGAT TARTGACAACTATCCACGCTTACACAGGTGACCARRTGACTCTAGACGGACCTCATCCTARA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I |

gydD2f GGRTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTRCARRCATCGTTCCTARCTCARCAGETGCTGCTARAGCTATCGGTTTAGTAATTCCTGAATTGARCGGTAART TAGACGGAGCTRCTCARCGTGTTCCTG
gydD2r GGTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTGCARRCATCGTTCCTARCTCAACAGGTGCTGCTARAGCTATCGGTTTAGTAAT TCCTGARTTGARCGGTARAT TAGACGGAGCTGCTCARCGTGTTCCTG
Consensus GGTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGCTGCTARAGCTATCGGTTTAGTART TCCTGARTTGARCGGTARAT TAGACGGAGCTGCTCARCGTGTTCCTG

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 |

gydD2f TACCARCAGGTTCATTARCAGAATTAGTARCAGTTCTTGAAARAGARGTARCTGT TGACGARATCARTGCAGCARTGARRGARGCT TCARRCGARTCTTACGGATACARCACAGACGARRTCGTTTCTTL
gydD2r TACCAACAGGTTCATTAACAGAATTAGTAACAGTTCTTGAARARGARGTARCTGT TGACGARATCART GCAGCARTGARRGARGCT TCARACGARTCTTACGGATACARCACAGACGARRTCGTTTCTTC
Consensus TACCARCAGGTTCATTARCAGAATTAGTAACAGTTCTTGAARARGARG TARCTGTTGACGARATCAATGCAGCAATGAARGAAGCTTCARACGARTCTTACGGATACARCACAGACGAARTCGTTTCTTE

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 514

I |

gydD2f AGATATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACAARC TARAGTAATGAC-AGTTGGCGACARACAATTAGTTAARRCTGTTGCTTGGTATAACACARANAGGGGAAGARNANN
gydD2r AGATATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACAARCTARAGTAATGACCAGCTGGCCGA

Consensus AGATATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACARACTARAGTAATGAC . AGETGECCAA, cs e ssssssrssssnsssnsssnrsssssssssnssssrssssassesnses

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen pstS de la cepa QD-2.

1 10 20 30 40 50 B0 70 80 90 100 110 120 130
| 1
pstsDh2 C
pst5D02r  TCGGGGGGCAAGCAAATCGCGACCCGCCCARTATTCGARARTATTCCTATTGGTGTGGARTAT TCTGGTGGGTATARRCCARRAATTTATTTTTGARGCCCARRGCGARGC TGGAGCAGTTACTATCGGA

CONSENSUS  4uuasesessrersrsrsassssasessretssesesassssesessssstetestsessssesssssstsststsestasesssststsstsasessasessssstessstsassssnssssrsrssnsesd

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 1

pstSD2  TCCTTGAATGTATTTTGCAGARGAGAGAGACGGAGT TGATGCTTCAARATTAGTGGATCATARAGTAGCAGTGGTCGGGATGGCACCARTCGTCARTARRGATACAGATGTCARRGATATCACCARACAG
pst502r ARCTTTGATGTATTT-GCAGAAGARAGAGACGGAGT TGATGCTTCARAATTAGTGGATCATAARGTAGCAGTGGTCGGGATGGCACCARTCGTCAATARAGATACAGATGTCARRGATATCACCARACAG
Consensus  aaCTTgaATGTATTT,GCAGARGAaAGAGACGGAGT TGATGCTTCAARATTAGTGGATCATARAGTAGCAGTGETCGGGATGGCACCAATCGTCARTARRGATACAGATGTCARRGATATCACCARACAG

261 270 280 290 300 30 320 330 340 350 360 Er) 380 390

I I

pst5D2  GAATTGATTGATATCTTTACAGGARRRATCACTARCTGGARGGARGT TGGCGGGAAAGATCARARAATCARCGTCGTGAACCGTGCARACGGCAGCGGTACCCGCGCGACATTCGAAAARTGGGGACTGG
pst.502r GAATTGATTGATATCTTTACAGGARARATCACTAACTGGARGGAAGT TGGCGGGAARGATCARRARATCAACGTCGTGARCCGTGCARACGGCAGCGGTACCCGCGCGACAT TCGAARARTGGGGACT GG
Consensus GAATTGATTGATATCTTTACAGGARARATCACTARCTGGARGGAAGT TGGCGGGAAAGATCARARARTCARCGTCGTGARCCGTGCARACGECAGLGGTACCCGCGCGACAT TCGAARARTGGGEACT GG

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

1 I

pstSD2  ATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCAAGAACARGATTCATCAGGAACAGT TCGGCAGCTGGTARGTCARACACCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARG
pst5D02r ATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCAAGAACARGATTCATCAGEARCAGT TCGGCAGCTGGTAAGTCARRCACCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARG
Congensus ATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCARGAACARGATTCATCAGGAACAGT TCGGCAGCTGGTAAGTCARACACCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARG

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

1 I

pstSD2  TATCGACGGTGTAGAACCARRAGARGAGARTGTAGCAGATAACAGCTGGGGAATCTGGTCATATGARCATATGTACACGARCGGARRACCTTCCCCTGARGTCCARARATTCTTAGACTACATGATGACA
pst5D2r TATCGACGGTGTAGARCCARAAGARGAGAATGTAGCAGATAACAGCTGGGGARTCTGGTCATATGARCATATGTACACGARCGGARARCCTTCCCCTGAAGTCCARARATTCTTAGACTACATGATGACA
Consensus TATCGACGGTGTAGAACCARAAGAAGAGARTGTAGCAGATARCAGCTGGGGAATCTGGTCATATGARCATATGTACACGARCGGAARACCTTCCCCTGARGTCCARRRRTTCTTAGACTACATGATGACA

651 6E0 670 680 690 Fo0 710 720 730 735

I
pst5D2  GAAGAAATCCAAGAAGGACCTGTCARRG--ARTTGGGCTATTTACCARTCACARTGATGGARGTAAAGGTGAGATCACGAGARNN
pst.502r  GAAGARATCCAAGRAGGACCTGTCAARGGARRT TGGGGCCTA
Consensus GAAGARATCCAAGAAGGACCTGTCARAG. .ARTTGGGCEATA cusiiriieiietisntssosesssesssasssasssssns
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen adk de la cepa QD-2.

1 10 20 30 40 a0 6O 70 80 0 100 110 120 130

I I

adkD2f AATCACARGGC TAGARRARATCATTGGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGCGCAGCGA
adkD2r  NNTTHNTTTTTTGRAACACCCTCTTTARTGGGACTGCCAGGCGCAGGTARRGGARCACARG-CT-GARRARATCATTG-ATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGLGCAGCGA
CONSENSUS  +.i.uviiveviresessncsssasssssssssssssssssasessensessaNaCACARG,CT, GARRARATCATTG.ATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGCGLAGLGA
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 1
adkD2f TGCAARRCGARACAGCTCTTAGCCTGGARGCARAGTCTTATATGGATARRGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTARCARATGGAATCGTGARAGAGLGACTAGC TGARCCAGATACAGAGRAAGGLTTCTT
adkD2r TGCAARRCGARACAGCTCTTGGCCTGGARGCARAGTCTTATATGGATAARGGTGCATTAGT TCCTGATGARGTARCARATGGAATCGTGARRGAGCGACTAGC TGARCCAGATACAGAGAAAGGCTTCTT

Consensus TGCAARACGARACAGCTCTTGGCCTGGAAGCAARGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTAACARATGGAATCGTGARAGAGCGACTAGC TGARCCAGATACAGAGARAGGCTTCTT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

I I

adkD2f ATTAGATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCAAGCARRAGCTCTGGACGCARTGCTAARAGAT TTGAATARARARAT TGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGARATCTTGGTCGAACGTCTAGLC
adkD2r ATTAGATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCAAGCARRRGCTCTGGACGCARTGCTAAARGATTTGAATARARARRT TGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGARATCTTGGTCGAACGTCTAGLE
Consensus ATTAGATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARARGCTCTGGACGCARTGCTAARAGAT TTGAATARARARAT TGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGARATCTTGGTCGAACGTCTAGLE

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

adkD2f EGCCEHTTTHTCTECHﬁDHHTTETGﬁHECHHCTTHCCHTHHHHTTTTCHHCCCTHCHHHHETTEHHGHDHEHTETGHTCETTECGGTEEGCHTEHHTTCTHTCHHHEHGHHEHTGHTHRHCCTGHEHCEE
adkD2r GGCCGATTTATCTGCAGCAATTGTGGAGCAACTTACCATARARTTTTCARCCCTACARARGTTGARGACACATGTGATCGTTGCGGTGGGCATGARTTCTATCARRAGARGGARRA
Consensus GGCCGATTTATCTGCAGCARTTGTGGAGCARCTTACCATARARTTTTCARCCCTACARARGTTGAAGACACATGTGATCGTTGCGGTGGGCATGAATTCTATCARAaaaRatRaa, v eessassses

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 63832
I I

adkD2f TTARARATCGTTGGCAGGTCAACARARARAARAAGT TTGARATARRTGARTACCGACCCCARAARARARACARAARARAARACCTTARTTARARTATTARTTTARRTARATA
adkD2r

CONSEMSUS  sasansesastsnssesastssssesasssssssstsssstssstsssstssststsstsssttssstsstttssstsnsttssstsasttssstsasttssstsasstsns

Cepa QE-2

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen atpA de la cepa QE-2.

1 10 20 30 L1 50 -1} 70 80 90 100 110 120 130

1 1

atpA-E2 ATGGAATGGTARAGGTATCATATAT
atpA-E2r AGGARTGGATGGGGT TTCTT TTTARAGTTCTTCGGTTCATACGTTCGGTTCATTAGARTGGCGCARARTCAGAGTCARTGACGTAGGTATCAT-TAT
CONSENSUS . revvrsrrrserssssrsssrasssssrsssrasssssssssrsassssssrasssssssssrsrasssssssansssssssssrsssssssrenesssssssssNgECAATGacaafAGGTATCAT,TAT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 1
atpA-E2 CCTTGTGCGATTTCGAGTCCATTCTGAGARGGAGATARAGTARAACGARCAGGTARGRTCATGGARGTTCCAGTTGGAGAGGCCTTGATCGGTCGGGTAGTCARTCCGCTAGGTCARCCARTCGACGGAC
atpA-E2r CCTTG-GCGATTTC-AGTCCATTC--GGARGGAGATARAGTAAAACGARCAGGTARGATCATGGARGTTCCAGTTGGAGAGGCCTTGTTCGGTCGGGTAGTCAATCCGCTAGGTCARCCARTCGACGGAC
Consensus CCTTG.GCGATTTC.AGTCCATTC. . aGARGGAGATARAGTARAACGARCAGGTARGATCATGGARGTTCCAGTTGGAGAGECCTTGATCGGTCGGGTAGTCARTCCGCTAGGTCARCCARTCGACGGAC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| I

atpA-E2 TAGGTGRARTCGTTACTGACAARGCTCGTCCAGTAGARGCGATGGCACCAGGTGTTATGCARCGTARATCTGT TAACGARCCARTGCARACAGGGCTARRAGCGATCGACGCCCTTGTGCCARTCGGTCG
atpA-E2r TAGGTGAAATCGTTACTGACAARGCTCGTCCAGTAGARGCGATGGCACCAGGTGTTATGCARCGTAARTCTGT TARCGARCCAATGCARACAGGGC TARRAGCGATCGACGCCCTTGTGCCARTCGGTCG
Consensus  TAGGTGAAATCGTTACTGACAAAGCTCGTCCAGTAGARGCGATGGCACCAGGTGTTATGCARCGTARATCTGT TRAACGARCCARTGCARACAGGGC TARRAGCGATCGACGCCCTTGTGCCARTCGGTCG

391 Ay 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| 1

aktpA-E2 CGGACARCGTGAATTAGTCATCGGTGACCGTARAACAGGGARARCTTCTATTGCGATCGATACGATCATCARCCARARAGGTCAAGATATGATCTGTATCTATGTAGCAATCGGACARARAGATTCTACA
atpA-E2r CGGACARCGTGAATTAGTCATCGGTGACCGTARAACAGGGARAACTTGTATTGCGATCGATACGATCATCAACCARARAGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCARTCGGACAARRAGATTCTACA
Consensus CGGACARCGTGAATTAGTCATCGGTGACCGTARRACAGGGARAACTTcTATTGCGATCGATACGATCATCARCCARARAGGTCAAGATATGATCTGTATCTATGTAGCAATCGGACARRRARGATTCTACA

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

| I

atpA-E2 GTTCGTACACAAGT TGARRCAT TGARARRRTATGGCGCARTGGAT TACACARTCGTTGTGARTGCCGGTGCGTCTCARCCAGCACCATTACTTTATATCGCA-CCATATGCTGGTACTGCARTGGGTGAA
atpA-E2r GTTCGTACACAAGT TGARACATTGARARAATATGGCGCARTGGATTACACARTCGTTGTGARTGCCGGTGCGTCTCARCCAGCACCATTACTTTATATCGCATCCATATGCTGGTACTGCAATGGGTGAA
Consensus  GTTCGTACACAAGT TGARACAT TGARAARATATGGCGCARTGGAT TACACARTCGTTGTGARTGCCGGTGCGTCTCARCCAGCACCATTACTTTATATCGCA, CCATATGCTGGTACTGCARTGGGTGAA

651 :121] 670 680 690 Fo0 10 720 730 740 750 760 0 780

| |

atpA-E2 GARTTCATGTACAACGGTAAA-CATGTATTGATCATTTTTGATGATCTTTCARACAGCTGTGGCTATGGTGGACTTARARARCTTATCTTARCTTARTATTARTGATARTACTACTAARARARATARAGA
atpA-E2r GARTTCATGTACARCGGTAAATCATGTATTGATCATTGTTGATTAT

Consensus  GARTTCATGTACARCGETAAR, CATGTATTGATCATT T TOATEAT s s s ssesrsessassssrsrssrssssssessssrssssrssssasssssssssrastsassssnsssstesssrsessas

781 730 HDO a06

------------------------

atpR-E2 HTHHCHHHHHHHCHCHHHHHTTTTTC
atpA-E2r

CONSENSUS . ..ivivsvsrnnssssssssssnnss

92



Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen ddl de la cepa QE-2.

dd1E2F
dd1E2r
Consensus

dd1E2F
dd1E2r
Consensus

ddlE2f
ddlE2r
Consensus

dd1E2F
dd1E2r
Consensus

dd1E2F
dd1E2r
Consensus

ddlE2f
ddlE2r
Consensus

1 10 20 30 Al 50 60 0 80 90
|

100

110

120

130

TATAAGGTAATTGTTGACCAAGTATATTTTACARGC TGCTGGTGTGCCGCARGT TCCTTATGTACC
HHHHTTTTTTGAGARCCATTTGGTTGCCTTATGTCGGCECAGGCGTATTGACCAGTGCATGTGCCATGGATARARTCATGACCARGTATATTTTACARGCTGCTGGTGTGCCGCARGTTCCTTATGTACC
taresesetsresesertsarstsststartrastsarsrsarstrareresessaseseessssCilaaagalfaTcaTGRCCARGTATATTTTACARGCTGCTEGTGTRCCGCARGTTCCTTATGTACC

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220

230

240

250

260

| I
AGTACTTARGAATCARTGGARAGAAARTCCTARARRRGTATTTGATCAATGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCTGCGARTATGGGT TCTAGTGTCGGCATTACARRGGCAGARARAC
AGTACT TARGAATCAATGGAAAGAAAATCCTARARARGTATTTGATCAATGTGARGGT TCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCTGCGARTATGGGT TCTAGTGTCGGCATTACARAGGCAGARARC
AGTACTTARGAATCAATGGARAGAAARTCCTARARRRGTATTTGATCAATGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCTGCGARTATGGGT TCTAGTGTCGGCATTACARAGGCAGARARAC

261 270 280 290 300 3o 320 330 340 350

360

370

380

390

1 1
CGAGAAGAGCTGCARARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGTTGARCARGGAAT TGARGCGCGCGARATCGARGTTGCTGTATTAGGAAATGARGATGTTCGGACGACTTTGL
CGAGAAGAGCTGCARARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGTTGARCARGGAAT TGARGCGCGCGARATCGARGTTGCTGTATTAGGAAATGARGATGTTCGGACGACTTTGL
CGAGAAGAGCTGCARARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGTTGARCARGGAAT TGARGCGCGCGARATCGARGTTGCTGTATTAGGAAATGARGATGTTCGGACGACTTTGL

391 Ay 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
éTEEEEHHETEETHHHHEHEETHEEHTTETHTEHTTHTEHHEEEHHHTHTHTEHHTHHTHHHHTEEHHHTEEHEHTTEEHEEEEHHETFFI TTTATC IIHHFHFTHEEEEHHET}
CTGGCGAAGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGATTATGAAGCCARATATATCARTAATARARTCGARATGCAGAT TCCAGCCGAAGTGCC TTTATC GCTAA GTAGTA
CTGGCGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGATTATGARGCCARATATATCARTAATARARTCGARATGCAGAT TCCAGCCGAAGTGCL TTTATC GCaAa.......GafAGTa
521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
aEETTHEHCﬁHTETTHEGTEEHHEEGGRTTEHEECGETEHIIIILIIIIII HHHTHHGTHHHTTTTTTTTHHTTTTTEECHTETCCETTTEETTTTHEHEHEEHTHTGEHTETEHTT}
651 658

 rot

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen gdh de la cepa QE-

gdhE2
gdhE2r
Consensus

gdhE2
gdhE2r
Consensus

gdhE2
gdhE2r
Consensus

gdhE2
gdhE2r
Consensus

gdhE2
gdhE2r
Consensus

gdhE2
gdhE2r
Consensus

1 10 20 30 40 50 1] 0 80 90
I

100

110

120

N

130

I
ATTTTTCACGGTTTGTAGCATTACTTGCAATGGAACCGCCAGTAGCAT TTTCCGARARAGARATCCGTACAGARAAGATCARAGCATTG

ARATTTTTTTTGGCGCCAACTTARAGATATGGTGCARARTCATATTTTACAGGTTGTAGCATTACTTGCAATGGAACCGCCAGTAGCATTTTCCGARARAGAAATCCGTACAGARAAGATCARAGCATTG
trrrsrastrrsrasssassansssssssrsnnsssssasssATATTTCACaGTTGTAGCATTACTTGCARTGGAACCGCCAGTAGCATTTTCCGARARAGARATCCGTACAGARARGATCARAGCATTG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220

230

24

250

260

1 1
ARRGCTATCCGCATTTATAACGARGARGARGTGTTAGARARCTTCGTTCGCGGGCARTATGCTCARGGTGART TGGATGGTGTACARTTCARGGGC TATCGCGARGARGACARAGTGGATGCTCARTCRG
ARAGCTATCCGCATTTATARCGAAGAAGAAGTGTTAGARARCTTCGTTCGCGGGCAATATGC TCARGGTGART TGGATGGTGTACARTTCAAGGGC TATCGCGAAGARGACARAGTGGATGCTCARTCAG
ARAGCTATCCGCATTTATARCGAAGAAGAAGTGTTAGARARCTTCGTTCGCGGGCARTATGC TCARGGTGART TGGATGGTGTACARTTCAAGGGC TATCGCGAAGARGACARAGTGGATGCTCARTCAG

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350

360

370

380

390

1 1
AGACTGAARCATTCGTCGCAGGCARATTARCTATCGATAACTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCAARCGTT TGACTGARRRAGGGACTCGGATCAACATCGTATTCARACARGT
AGACTGAARCATTCGTCGCAGGCARATTARCTATCGATAACTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCAARCGTT TGACTGARRRAGGGACTCGGATCAACATCGTATTCARACARGT
AGACTGAARCATTCGTCGCAGGCARATTARCTATCGATAACTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGGCARRCGTTTGACTGARRRAGGGACTCGGATCARCATCGTATTCARACARGT

39 400 4a10 420 430 440 450 460 470 480

490

500

510

520

1 I
TCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTAACGATCTATATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGARRGARGTAGGG
TCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTAACGATCTATATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGARRGARGTAGGG
TCCTGTTARTGTATTCARARCATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCACCTARTGTTCTARCGATCTATATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGARRGARGTAGGG

521 530 54 550 560 570 580 590 600 610
I

620

630

640

650

CARGGATTTGARACGGARCCAATCAAATTGGAATTTAGAARTAGTGCAGAARTGGTTGARRATAGCCCAGARGC TTACGARARATTACTATTAGATGCGTTGARTGGTGATGGAACGARCTTCTCTCATT
CARGGATTTGARACGGARCCAATCARAT TGGAATTTAGRARTAGTGCAGARATGGTTGARRATAGCCCAGARGC TTACGARARAT TACTATTAGATGCGT-GARTGG-GATG-ARCGATTTTACCCT
CAAGGATTTGARACGGARCCAATCAAAT TGGAATTTAGAAATAGTGCAGAAATGGTTGAARRATAGCCCAGARGC TTACGARARAT TACTATTAGATGCGT , GAATGG, GATG ,AACGAacTTacCec, . .

651 :121] 670 681

| |
GGGACGAAGTGCCCARACTTTGGGGATTARA
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Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen purK de la cepa QE-2.

1 10 20 30 40 50 B0 70 80 90 100 110 120 130

1 1

purkref2 CGTCAGTGTAGAGGCGT TARATG
purKE2f GGCTTGCC-GAAGAACAGATGTCATTACCTATGART TCGARAACGTCAGTGTAGAGGCGTTAAATG
purKE2r CGAGTTTATCCCCCCCCARC CAAARAGTGTCTATGATGACACCTTTGCGCTGARAGAGCTTGCCAGAAGAACAGATGTCATTACCTATGART TCGARRACGTCAGTGTAGAGGCGT TARATG
CONSENSUS L .evevrsssrarsrasssrsrsssssrsasssssssssasssssrsrssnrssresssseesssBCLlgce gatgtcatbacctatgaatt CGTCAGTGTAGAGGCGTTARATG
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| I

purKref2 CGATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCAAGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARAAATCTTTTTTGGAAACGAACARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGTCC
purKE2f CGATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCAAGGGACAGACT TGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARARATCTTTTTTGGARACGAACARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGTCC
purKEZr CGATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCAAGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARARATCTTTTTTGGARACGAACARCATCGTGATTGCTCCTTATGCAACGATCGTCAGTCC
Consensus CGATTTTACCCATGTCATTTATTCCTCAAGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARARATCTTTTTTGGARACGARCARCATCGTGATTGCTCCTTATGCAACGATCGTCAGTCC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 1

purKref? GACGGATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGAARACCACTCGAGGCGGC TATGATGGCAAGGGGCAGTATGTTTTGARARGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTT
purKE2f GACGGATATCCAAGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARARCCACTCGAGGCGGC TATGATGGCARGGGGCAGTATGTTTTGARAAGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTT
purKE2r GACGGATATCCAAGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARAACCACTCGAGGCGGC TATGATGGCAAGGGGCAGTATGTTTTGARRAGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTT
Consensus GACGGATATCCAAGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARAACCACTCGAGGCGGCTATGATGGCARGGGGCAGTATGTTTTGARAAGTCGGGCGEATCTAGCTCCTGCCATGGACCTT

91 400 410 420 430 440 450 460 az0 480 490 500 510 520

| I

purkref2 TT CTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTTTGAARRAGAGAT TTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARARCATCCACCACARCAATA
purKE2f TTAAGAGARGGAACCTGTGTTTTAGARGCATGGATCCCGTTTGAARAAGAGAT TTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARAACATCCACCACARCAATA
purkKE2r TTAAGAGARGGAACCTGTGTTTTAGARGCATGGATCCCGTTTGAARRAGAGATTTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARAACATCCACCACARCAATA

C CTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTTTGAARRAGAGAT TTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARARCATCCACCACARCAATA

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
| I
purkref2 TTCTTCATGARRCGATTGCTCCAGCCGCGATTGATCAGGATGTGATCGAGGAGGCTGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGE
purKE2f TTCTTCATGARACGATTGCTCCAGCCGCGATTGATCAGGATGTGATCGAGGAGGCTGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGCAGARGCAGTGAGCCTTTCAGGTGTTTTAGGGGTAGARATGTTTTTARCARA
purkKE2r TTCTTCATGAARCGATTGCTCCAGCCGCGATTGATCAGGATGTGATCGAGGAGGC TGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGCAGAAGCAGTGAGCCTTTCAGG-GTTTTAGG
Consensus  TTCTTCATGARACGATTGCTCCAGCCGCGATTGATCAGGATGTGATCGAGGAGGC TGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGLagaagcagtgagccbbbcagg  #bbbbage. s vssvrvaernssssnss

651 6E0 670 680 689
| |
purkref2
purKE2f AACAGGCGGGTTTTTTTGTGTGTTTTTTARAGGAAATGC
purkKE2r

CONSENSUS . .veverenerscsracracssassssrssssassnnns

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen gyd de lacepa QE-2.

1 10 20 30 A 50 1] 70 a0 90 100 110 120 130

| I

gydE2F TTGGT-TCGA--AAGGATTARTAGACAACTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTA
gydE2r  HNTTHTTTCCCAATHTGTGTTGATCAATGGC TARARCATTGARCGACARAT TTGGTGTTGTTGAAGGAT TAAT-GACAACTATCCACGCT TACACAGG TGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTA
CONSENSUS  ..eevssrrsserssrsrsssrerssssrssssassssrsssessanssssl 1001, TcBa, AAGGATTAAT,GACRACTATCCACGCTTACACAGGTGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCTA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 1

gydE2f  AAGGTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGTTCCTARCTCAACAGGTGCTGCTARAGCTATCGGTTTAGTAATTCCTGAAT TGAACGGTARATTAGACGGAGCTGCTCARCGTGTTCC
gydE2r AAGGTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGCTGCTARAGCTATCGGTTTAGTARTTCCTGARTTGAACGGTARATTAGACGGAGCTGCTCAARCGTGTTCC
Consensus  AAGGTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGCTGCTARAGCTATCGGTTTAGTARTTCCTGARTTGAACGGTARATTAGACGGAGCTGCTCAARCGTGTTCC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| 1
gydE2f TGTACCAACAGGTTCATTAACAGAATTAGTARCAGTTCTTGAARAAGARGTARCTGT TGACGARATCARTGCAGCAATGARRGAAGCTTCARRCGAATCTTACGGATACARCACAGACGARATCGTTTCT
gydE2r TGTACCARCAGGTTCATTAACAGAATTAGTARCAGTTCTTGAARAAGARGTARCTGT TGACGARATCARTGCAGCAATGARRGAAGCTTCARRCGARTCTTACGGATACARCACAGACGARATCGTTTCT

Consensus  TGTACCAACAGGTTCATTAACAGAATTAGTARCAGTTCTTGARAAAGARGTAACTGT TGACGARATCARTGCAGCAATGARAGAAGC TTCARACGAATCT TACGGATACARCACAGACGARATCGTTTCT

391 Ay 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 517

| |

gydE2f  TCAGATATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACAAACTARAGTARTGAC-AGT TGGCGACAAACAATTAGTTARARCTGTTGCTTGT TGAACL ANN
gydE2r TCAGATATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACARACTARAGTARTGACCAGTTTGCCG

Consensus  TCAGATATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACARACTARAGTARTGAC (AGTTEhlCA, csssssrrrerssssssrssnrssssrsssrasssssssansssssrssssnns
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Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen pstS de lacepa QE-2.

pstSE2F
psLSE2r
Consensus

pstSE2F
pst.SE2r
Consensus

pstSE2F
psLSE2r
Consensus

pst.SE2F
pstSE2r
Consensus

psLSE2f
pst.SE2r
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 o 80 90 100 110 120 130
| |

GTTACTATCGGAAACTCTGATGTATTTGL GGAGT TGATGCTTCARART TAGTGGATCATARAGTAGCAGT GGTCGGGATGGCACCARTCG
HHTTTTRAGCCAAGTCGARGC TGGAGCAGTTACTATCGGRAARCTATGATGTATTTGCAGAAGARAGAGACGGAGT GGATGCTTCARART TAGTGGATCATARAGTAGCAGT GGTCGGGATGGCACCARTCG

wrserssrsrsrsransssssssnesss0l TACTATCGGAARCTATGATGTATTTGL GGAGTgGATGCTTCARART TAGTGGATCATARAGTAGCAGTGGTCGGGATGGCACCARTCG
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
TCAATARAGATACAGATGTCARRGATATCACCARACAGGAAT TGATTGATATCTTTACAGGARARATCACTARCTGGARGGARGT TGGCGGGARAGATCARARART CARCGTCGTGARCCGTGCARRCGG

TCAATARAGATACAGATGTCARRGATATCACCARACAGGAAT TGATTGATATCTTTACAGGARARATCACTARCTGGARGGARGT TGGCGGGARAGATCARARARTCARCGTCGTGARCCGTGCARRCGG
TCAATARAGATACAGATGTCARAGATATCACCAAACAGGAAT TGATTGATATCTTTACAGGARARATCACTARCTGGARGGARGT TGGCGGGAAAGATCARARAATCARCGTCGTGARCCGTGCARRCGG

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
CAGCGGTACCCGCGCGACAT TCGARARATGGGGACTGGATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCAAGARCARGATTCATCAGGARCAGT TCGGCAGC TGGTARGTCARRCACCAGGAGCARTCAGCTATTTA
CAGCGGTACCCGCGCGACAT TCGARARATGGGGAC TGGATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCAAGARCARGATTCATCAGGARCAGTTCGGCAGC TGGTARGTCARRCACCAGGAGCARTCAGCTATTTA
CAGCGGTACCCGCGCGACATTCGARARATGGGGACTGGATGGTGCTACCCCTGTGCAGTCCCAAGARCARGATTCATCAGGARCAGTTCGGCAGC TGGTARGTCARRCACCAGGAGCARTCAGCTATTTA

391 Al 410

420 430 dadi 450 460 470 480 490 500 510 520

| |
GCTTTCTCARATCTCGATGATTCCACACARGCACTARGTATCGACGGTGTAGAACCARRAGARGAGRATGTAGCAGATAACAGC TGGGGARTCTGGTCATATGARCATATGTACACGARCGGAARACCTT
GCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARGTATCGACGGTGTAGAACCARAAGAAGAGAATGTAGCAGATAACAGC TGGGGARTCTGGTCATATGARCATATGTACACGARCGGAARACCTT
GCTTTCTCAaATCTCGATGATTCCACACARGCACTARGTATCGACGGTGTAGAACCARRAGARGAGRATGTAGCAGATAACAGCTGGGGARTCTGGTCATATGARCATATGTACACGARCGGAARACCTT

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610

1
CCCCTGRAGTCCARAAATTCTTAGACTACATGATGACAGARGAARTCCARGARGGACCTGTCAAAGRAATTGGGCTATTTACCAATCACAR
CCCCTGRAGTCCARRARTTCTTAGACTACATGATGACAGARGAAATCCARGAAGGACC-GTCARAGAATTGGGC TATA---CATTCACC
CCCCTGRAGTCCARRARTTCTTAGACTACATGATGACAGARGAAATCCARGAAGGACE . GTCAAAGAATTGGGLTATa. . .CAATCACA.

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen adk de lacepa QE-2.

adkE2f
adkE2r
Consensus

adkE2f
adkE2r
Consensus

adkE2f
adkE2r
Consensus

adkE2f
adkE2r
Consensus

adkE2f
adkE2r
Consensus

1 10 20 30 40 50 1] 70 80 90 100 110 120 130
I |

TAARGGARC-CARGCTGARARA-TCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCAACAGGAGATATGT TCCGCGCAGCGATGCARRACGARACAGCTCTTGGE
CCTCTTAATGGGGCTGCCAGGCGCAGG TRARAGGANCACARGC TGAAAARATCAT TGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGT TCCGCGCAGCGATGCARRACGARACAGCTCTTGGE
srerresrrrrrsrrarersserssss IHAAGGARC ,CARGCTGAAAAA, TCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCAACAGGAGATATGT TCCGCGCAGCGATGCARRACGARACAGCTCTTGGE

131

140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I |
CTGGARGCAARGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTARCARATGGAATCGTGAAAGAGCGAC TAGCTGARCCAGATAL TTCTTATTAGATGGCTTTCCACGTACGC
CTGGARGCAARGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTARCARATGGAATCGTGAAAGAGCGAC TAGCTGAACCAGATACAGAGARAGGCTTCTTATTAGATGGCTTTCCACGTACGL
CTGGARGCARRGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTARCARATGGAATCGTGAAAGAGCGAC TAGCTGARCCAGATACAGAGARRGGCTTCTTATTAGATGGCTTTCCACGTACGL

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 |
TAGATCAAGCARARGCTCTGGACGCAATGC TARARGATTTGARTAARRRAATTGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGARATCTTGGTCGARCGTCTAGCCGGCCGATTTATCTGCAGCARTTG
TAGATCAAGCAAAAGCTCTGGACGCAATGCTARAAGATTTGAATAAAARAAT TGATGCTGTCATCGATATCCATGT TGGTGARGAAATCT TRGTCGARCGTCTAGCCGGCCGATT TATCTGCAGCAATTG
TAGATCAAGCARARGCTCTGGACGCAATGC TARARGATTTGARTAAARRAATTGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGAAATCTTGGTCGARCGTCTAGCCGGCCGATTTATCTGCAGCARTTG

391
1 |
TGGAGCAARCTTACCATARAATTTTCAACCCTACARAAGT TGARGACACATGTGATCGTTGCGGTGGGCATGARTTCTATCARAGAGARGATGATARACC TGAGACGGT TAARRATCGTGGGARARTTACA
TGGAGCAACT TACCATARAATTTTCAACCCTACAAAAGT TGARGACACATGTGATCGT TGCGGTGGGCATGARTTCTATCARA-AGAAGATAGG

TGGAGCAACTTACCATARAATTTTCAACCCTACARAAGT TGARGACACATGTGATCGTTGCGGTGGGCATGARTTCTATCAAR, AGAAGATAAE. v vvrrrrsrrrsrerrsrsrsssssrsnrsrnns

400 a10 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

530 534
I
AARRRRAHHARNHH
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Cepa QG-5

Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen atpA de la cepa QG-5.

1 10 20 30 40 50 B0 70 80 30 100 110 120 130

| |

atpA-G5 AATGGGATGGTA-AGGTATCATTATCCTGTGGCGATTTCGAGTCCATTCGTGARGGAGATGARGT ARARCGARCAGGTARGATCATGGTAAGTT
atpA-G5r HTTTTCGCGGTCARTTACGARTGGCACARARCT TAGAGTCARATGATGTAGGTATCATTATCCT-TGGCGATTTCGAGTCCATTCGTGARGGAGATARAGTARRACGAACAGGTAAGATCATGG-ARGTT
CONSENSUS  4.uivsvassssssnssssssssanssssnnssnns RaTcaafATGaTa, AGRTATCATTATCCT, TGRCGATTTCGAGTCCATTCGTGAAGGAGATaARGTARAACGARCAGGTARGATCATGG  ARGTT
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |

atpA-G5 CCAGTTGGAGAGGCCTTGATCGGTCGGGTAGTCGATCCGCTAGGTCARCCARTCCACGGACTAGGTGAARTCGTTACTGACARAGCTCGTCCAGTAGART TAATGGCACCAGGCGTTATGCARCGTARAT
abtpA-G5r CCAGTTGGAGAGGCCTTGATCGGTCGGGTAGTCARTCCGCTAGGTCAARCCARTCGACGGACTAGGTGARRTCGTTACTGACARAGCTCGTCCAGTAGARGCGATGGCACCAGGCGT TATGCARCGTAAAT
Consensus CCAGTTGGAGAGGCCTTGATCGGTCGGGTAGTCaATCCGCTAGGTCARCCARTCcACGGACTAGGTGAARTCGT TACTGACARAGCTCGTCCAGTAGAREcaATGGCACCAGGCGT TATGCARCGTARAT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 3 380 390

| |

atpA-G5 CTGTTAACGARCCARTGCAARCAGGGCTARARGCGATCGACGCCCTTGTGCCAATCGGACGCGGACARCGTGART TAGTCATCAGTGACCGTARRRCAGGGARRACTTCTATTGCGATCGATACGATCAT
atpA-G5r CTGTTAACGARCCARTGCAAACAGGECTARARGCGATCGACGCCCTTGTGCCARTCGEACGCGGACARCGTGAATTAGTCATCGGTGACCGTARARCAGGGAAARCTTCTATTGCGATCGATACGATCAT
Consensus CTGTTARCGARCCAATGCAARCAGGGCTARARGCGATCGACGCCCTTGTGCCARTCEGACGCGGACARCGTGART TAGTCATCGGTGACCGTARRRCAGGGAARACTTCTATTGCGATCGATACGATCAT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| |

atpA-G5 TAARCCAARAAGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCAATCGGACARAARGATTCTACAGTTCGTACACARGT TGAARCATTGAAARARTATGGCG-CARTGGATTACACARTCGTTGTGARTGC-CG
atpA-G5r TARCCARRRAGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCAATCGGACAARARGATTCTACAGTTCGTACACARGT TGARACATTGARARRATATGGCGACARTGGATTACACARTCGTTGTGAATGCACG
Consensus  TARCCARARAGGTCARGATATGATCTGTATCTATGTAGCAATCGGACARRARGATTCTACAGTTCGTACACARGT TGARRCAT TGAAARARTATGGCG . CARTGGATTACACARTCGTTGTGARTGE ,CG

521 530 540 550 560 570 580 590 GO0 610 G20 630 640 650

| |

atpA-G5 GTGCGTCTCARCCAGCA-CCATTGCTTTATATCGC-ACCATATGCTGGTACTGCARTGGGTGARGARTTCATGTACARCGGTARAC-ATGTATTGATCATTTTTGATGATCTTTCARAACAAGCCGTGGE
abpA-G5r GTGAGTCTCARCCAGCAGCCATTGCTTTATATCGCTACCATATGTTGGTACCGCAATGGGTGARGARTTCATGTACARCGGTARRCGATGTATTGATCATTTTTGGTGTTT

Consensus  GTGaGTCTCARCCAGCA, CCATTGCTTTATATCGC ,ACCATATGeTGGTACCGCARTGGGTGARGARTTCATGTACARCGGTARAC ATGTATTGATCATTTTTGATGATC, s vsssrvrranssssnns

651 660 670673
| |

atpR-G5
at pA=-G5r
Consensus

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen ddl de lacepa QG-5.

1 10 20 30 40 50 1} 70 80 30 100 110 120 130

I |

dd165f TTTTTTTACCATGCTGRCTGRGTGTGCCGCARGTCCCTTATAT
dd1G5 HHHNTTTTATTTTGACARCAATATTTACCTTATGTCGGCGCAGGCGTATTGACCAGTGCATGTGCCATGGATARRATCATGACCARRTATATTTTACAAGCTG-CTGG-TGTGCCGCARGTCCCTTATGT
CONSENSUS  trirrrsrsrsssssssssssssssssssssessssnsssnsassrsssrsssssssssssssssnrsssrassrassrassensss TaTaTTTaaCAaGCTE, CTGG, TGTGCCGCARGTCCCTTATGT
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 1
dd1G5f ACCAGTACTTAAGAATCAATGGARAGARAATCCTARARRRGTATTTGATCARTGTGARGGT TCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCGGCGARTATGGGTTCTAGTGTCGGCAT TACAARGGCAGAR
dd1G5r ACCAGTACTTAAGRATCAATGGARAGARAATCCTARARRAGTATTTGATCARTGTGARGET TCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCGRECGARTATGGGTTCTAGTGTCGGCAT TACAARGGCAGAR

Consensus ACCAGTACTTAAGAATCAATGGARAGARRATCCTARARARGTATTTGATCAATGTGARGGTTCTTTGCTTTATCCGATGTTTGTCARACCGGCGARTATGGETTCTAGTGTCGECAT TACARAGGCAGAR

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

I |
dd165f ARCCGAGARGAGCTGCARARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGT TGAACARGGAATTGAAGCGCGCGARATCGARGT TGCTGTATTAGGARATGAAGATGT TCGGACGACTT
dd1G5r ARCCGAGARGAGCTGCARARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGT TGAACARGGAATTGAAGCGCGCGARATCGARGT TRCTGTATTAGGARATGARGATGT TCGGACGACTT

Consensus ARCCGAGARGAGCTGCARARTGCTTTAGCARCAGCCTATCAGTATGATTCTCGAGCARTCGT TGAACARGGAATTGARGCGCGCGARATCGARGT TGCTGTATTAGGARATGARGATGT TCGGACGACTT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

I |
dd165f TGCCTGGCGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGATTATGAAGCARRATATATCARTAATARAATCGARATGCAGATTCCAGCCGARGTGCCAGARGARGTTTATCARARAGCACARGAGTACGCGAR
dd165r TGCCTGGCGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGATTATGARGCARAATATATCARTARTARAATCGARATGCAGAT TCCAGCCGARGTGCCAGARGARGTTTATCARARAGCACARAGARGTACGLC

Consensus TGCCTGGCGARGTCGTARARGACGTAGCATTCTATGATTATGARGCARRATATATCARTARTARRATCGAARTGCAGAT TCCAGCCGARGTGCCAGARGARGTTTATCARARAGCACARaaaaacalGaa

521 530 540 550 560 570 580 589

I I
dd1G65f GTTAGCTTACACGATGT TAGGCGGAAGCGGAT TGAGCCGEGARTTTTTTTTTTTARARARARRARARNN
dd165r GGAA

Consensus GEaf..seiisessssssssssstssssssssssssssssstssstsssssstsssasssssstsntas
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen gdh de la cepa QG-5.

gdhG5F
gdhGhr
Consensus

gdhGSF
gdhGhr
Consensus

gdhG5F
gdhGhr
Consensus

gdhGSF
gdhGhr
Consensus

gdhG5F
gdhGhr
Consensus

gdhGSF
gdhGhr
Consensus

1 10 20 30 A 50 1] 70 80 90 100 110 120 130
| I
ACCTTTTGACARTGGGAACCG
TGGTGGTTTTTARARAATTCGCGGGAACCCCCCCCARGTGTT TTTTTTTTGGCGGARCTTAARGATATGGTGCARAATCATATTTTACAGGTTGTAGCATTACTTGCARTGGARCCG

e eerererereTere sttt ettt st rtartrareransransransrenerenesanessdlallacgacaflaghiGAACCE

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 1
CCAGTAGCATTTTCCGARARAGARATCCGTACAGARRRGAT CARAGCAT TGARAGCTATCCGCATTTATAAL TGTTAGRARACTTCGTTCGCGGGCARTATGCTCARGGTGARTTGGATG
CCAGTAGCATTTTCCGARARAGAAATCCGTACAGARARGATCARAGCAT TGARRGCTATCCGCATTTATAACGAAGARGARGTGTTAGRARACTTCGTTCGCGGGCARTATGCTCARGGTGARTTGGATG
CCAGTAGCATTTTCCGARARAGAAATCCGTACAGARARGATCARAGCATTGARRGCTATCCGCATTTATAACGAAGAAGARGTGTTAGRARACTTCGTTCGCGGGCAATATGCTCARGGTGARTTGGATG

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| I
GTGTACAATTCARGGGC TATCGCGARGARGACARAGTGGATGCTCARTCAGAGAC TGRARCATTCGTCGCAGGCARRTTCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGG
GTGTACAATTCAAGGGCTATCGCGAAGARGACARAGT GGATGC TCAATCAGAGAC TGAAARCAT TCGTCGCAGGCARAT TCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGG
GTGTACAATTCARGGGCTATCGCGARGARGACARAGTGGATGCTCARTCAGAGAC TGRARCATTCGTCGCAGGCARATTCACTATCGACARCTTCCGTTGGTCAGGTGTTCCTTTCTATGTACGTACAGG

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

1 1
CARACGTTTGACTGARARAGGGACTCGGATCARCATCGTATTCARACARGT TCCTGTTAATGTATTCARRACATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCACCTAATGTTCTAACGATCTAT
CARACGTTTGACTGAAARAGGGACTCGGATCARCATCGTATTCARACARGT TCCTGTTARTGTATTCARRACATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCACCTAARTGTTCTAACGATCTAT
CARACGTTTGACTGARARAGGGACTCGGATCARCATCGTATTCARACARGT TCCTGTTARTGTATTCARRACATCTGTCGATGARCCATGTGACGATACGACACTTCCACCTAATGTTCTAACGATCTAT

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
| I
ATTCAGCCARCTGARGGRTTTTCTTTATCCTTGAATGGGARAGAAGTAGGGCARGGATT TGARACGGARCCARTCARATTGGAATTTAGARATAGT GCAGAARTGGTTGARARTAGCCCAGARGCTTACG
ATTCAGCCARCTGARGGRTTTTCTTTATCCTTGAATGGGARAGAAGTAGGGCARGGATTTGARACGGARCCARTCARATTGGAATTTAGARATAGT GCAGAARTGGTTGARARTAGCCCAGARGCTTACG
ATTCAGCCARCTGARGGATTTTCTTTATCCTTGAATGGGARAGAAGTAGGGCARGGATT TGARACGGARCCARTCARATTGGAATTTAGARATAGT GCAGAAATGGTTGARARTAGCCCAGARGCTTACG

651 :121] 670 680 690 Fo0 10 720 730 740 75852

| |
AARAATTACTATTAGATGCGT TGAATGGTGATGGAACGAACTTCTCTCATTGGGACGAAGT TCCCAATCAT TGGGGGAGGAAAARAARAARCARRARATAAAGC
AARARTTACTATTAGATGCGT-GAATGGTGATG-AACGARTTT-TCCCTT

AARARTTACTATTAGATGCGT . GAATGETGATG, ARCGARCTT , TCCCATeassesssesssesssnsssnsssnssssssstssstssstssstssntsns

Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen purK de la cepa QG-5.

purKref?7
purKGhf
purkKGSr
Consensus

purkref7
purkKG5f
purKGhr
Consensus

purKref7
purkKGSf
purKG5r
Consensus

purKref?
purkKGSf
purkKGhr

1 10 20 30 40 50 -1} 70 80 90 100 110 120 130
1 1
TGTCAGTGTAGAGGCGT TAARTGCGA

AGAATGGTCATTACCTATGAAT TCGARAATGTCAGTGTAGAGGCGT TAARTGLGA
TTTCCTCTCTTCCGCCCCCCGTCCATGARRGTGTTTTTTRTCGACACCT TTRCGCTGARAGAGCT TGCCAGARGAACAGATGTCATTACCTATGAATTCGARARTGTCAGTGTAGAGGCGT TAAATGCGA
e eteasasssesetessssssststsasssatstatsasssetstassssssstntssssssnssnsssssssssdeide, fhiatbacctatgaattogaaaal GTCAGTGTAGAGGCGTTAAATGLGA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| I
TTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARRRATCTTTTTTGGARACGARCARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCARTCGTCAGTCCGAC
TTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACT TGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGT TAGARARATCTTTTTTGGARACGARCARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGTCCGAC
TTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARRRATCTTTTTTGGARACGARCARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCGATCGTCAGTCCGAC
TTTTACCCATGTCATTTATTCCTCARGGGACAGACTTGCTTGCGATTACGCARGACCGCCTGTTAGARRRATCTTTTTTGGARACGARCARCATCGTGATTGCTCCTTATGCARCEATCGTCAGTCCGAC

261 270 280 290 300 o 320 330 340 50 360 70 380 390
| I
GGATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARRACCACTCGAGGCGGLTATGATGEL AGTATGTTTTGARRAGT CGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTTA
GGATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARRARCCACTCGAGGCGGCTATGATGGCAAGGGGCAGTATGTTTTGARAAGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTTA
GGATATCCARGATGCGAT TGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARAACCACTCGAGGCGGLTATGATGGCAAGGGGCAGTATGTTTTGARAAGTCGGGCGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTTA
GGATATCCARGATGCGATTGACGGGATCGGCTATCCTTGTGTTTTGARRACCACTCGAGGCGGCTATGATGGECAAGGGGCAGTATGTTTTGARAAGTCGGGLGGATCTAGCTCCTGCCATGGACCTTTTA

400 410 420 430 440 450 460 a70 480 430 500 510 520

1

CTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTTTGARARAGAGATTTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARRACATCCACCACARCARTATTC
AGAGAAGGARCCTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGT TTGARARAGAGATTTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARRRCATCCACCACARCARTATTC
AGAGAAGGARCCTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTTTGARARAGAGATTTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARRRCATCCACCACARCARTATTC

391
1

C

purkref7
purkKG5f
purKGhr
Consensus

purKref7
purkKGSf
purKG5r
Consensus

CTGTGTTTTAGAAGCATGGATCCCGTTTGARARAGAGATTTCGATCATGGTGGCAGGARATGGTCARGGAGATTTCACGACTTTTCCGGTCGTGGARRRCATCCACCACARCAATATTC

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 64 650

|
TTCATGRARCGATTGCTCCAGCTGCGATTGATCAGGATGTGATCGAGGAGGCTGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGL
TTCATGAAACGATTGCTCCAGCCGCGAT TGATCAGGATG TGATCGAGGAGGCTGAGCGTATTGCCCGTGTGAT TGCAGARGCAGT GAGCCTTTCAGGTGTTTTAGGGGTAGARATGT TTTTAACARARAC
TTCATGRARCGATTGCTCCAGCCGCGAT TGATCAGGATGTGATCGAGGAGGCTGAGCGTATTGCCCGTGTGATTGCAGARGTCTA

TTCATGRARCGATTGCTCCAGCcGCGAT TGATCAGGATGTGATCGAGGAGGL TGAGCGTAT TG CGTGTGAT TGCAEAa . ssssssrarsrassssrrsanssssssssssasssssstansssssss

651
|

66O 670

680 684
|

AGGCEGGECTTTGTT
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen gyd de la cepa QG-5.

1 10 20 30 40 50 [41] 70 80 90 100 110 120 130

| |

gydGHF TTATAGAGTAGT TTGGT ===~ TGARGGAT TARTGACARCTATCCACGCTTACACAGG TGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCT
gydGbr  HHTTCTCTCCARCARGHTGTTTAGTCCARTGGC TARRACAT TGARCGACAART TTGGTGTTGTTGARGGAT TARTGACARCTATCCACGCTTACACAGG TGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCT
CONSENSUS  ,.iiveverssessnnssssssssssssssrssnrssnsan TgRaaGAcaRaTTTGGT, ... TGARGGAT TARTGACARCTATCCACGCTTACACAGG TGACCARATGACTCTAGACGGACCTCATCCT
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |

gyd65f ARAGGTGACTTCCGCCATGCACGCGLTGCTGCTGCARACATCGTTCCTARCTCAACAGETGCTGCTARAGCTATCGGTTTAGTARTTCCTGARTTGARCGGTARATTAGACGGAGC TGCTCARCGTGTTL
gydGbr ARAGGTGACTTCCGCCGTGCACGCGLTGCTGCTGCARACATCGTTCCTARCTCARCAGGTGC TGCTAARGCTATCGGTTTAGTARTTCCTGART TGARCGGTARATTAGACGGAGC TGCTCARCGTGTTL
Consensus ARAGGTGACTTCCGCCGTGCACGCGCTGCTGCTGCARACATCGTTCCTAACTCARCAGGTGCTGCTARAGC TATCGGTTTAGTARTTCCTGART TGARCGGTARATTAGACGEAGC TGCTCARCGTGTTL

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |

gydGbf CTGTACCARCAGGTTCATTARCAGART TAGTARCAGTTCTTGARARAGARGTARCTGT TGACGAARTCARTGCAGCARTGARAGAAGC TTCARACGARTCT TACGGATACARCACAGACGARATCGTTTL
gydGbr CTGTACCAACAGGT TCATTAACAGAAT TAGTARCAGTTCTTGARARAGARGTARCTGT TGACGARATCART GCAGCART GARAGAAGC TTCARACGARTCT TACGGATACARCACAGACGARATCGTTTC
Consensus CTGTACCARCAGGTTCATTAARCAGARTTAGTARCAGTTCTTGARRRAGAAGTAACTGT TGACGARRTCARTGCAGCARTGARAGAAGC TTCARACGARTCTTACGGATACAACACAGACGARRTCGTTTC

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| 1

gydGbf TTCAGATATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACAARC TARAGTARTGACAGT TGGCGACAARCARTTAGT TARRRCTGTTGCT TGGT TGACACCCARAGGGGGAGGARAAARARAAR
gydGbr TTCAGATATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACARRC TARAGTARTGACAGC TGGCGAACAARR

Consensus  TTCAGATATCGTTGGTATGACTTACGGTTCATTATTTGATGCTACACARACTARAGTARTGACAGETGECGAAAAAAN. ... e errerrrsrerssrsrsessesssrssrssssrsasssanarans

521 530 540 550 560 570 580 59692
I

|
gyd6S5f  AARTARAAARRAARARARARAARATARARARARRARARARARARAARARARARAAARARAARARARATARAAA
gydGSr

CONSENSUS  sosesassssnsesastsassesastsassessastsassessstsasssssstsnsstasstansssststs

Alineamiento de las secuencias (directae inversa) del gen pstS de la cepa QG-5.

1 10 20 30 40 50 6 0 80 J0 100 110 120 130
I
pst565 ACCTCCTGAATGTATTTGE
pst5G5r  CTTTAAATTGGARGGGTARRCGTGGTGTTTTATGGTGTTTRGGGGGARGGARGGGGARARARARRRARTTTTARTTTTTTARCCCARTTGAAGL TGGAGCAGT TACTATCGGARRCTCTGATGTATTTGE

CONSENSUS  4osusesssrssesssastsnsssssstsssssststsssttststsessastsasstssstsnssssststanssststsssssastsasssanstsnsssnssssnssesssaaaloogalTGTATTTGE

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
I
pst56G5 AGARGAGAGAGACGGAGT TGATGCTTCARART TAGTGGATCATARAGTAGCAGTGGTCGGGATGGCACCARTCGTCAATARAGATACAGATGTCARAGATATCACCARACAGGARTTGATTGATATCTTT
pst5G5r  AGARGARRGAGACGGAGT TGATGCTTCARAATTAGTGGATCATAARGTAGCAGTGGHTCGGGATGGCACCARTCGTCARTARAGATACAGATGTCARARGATATCACCARACAGGARTTGATTGATATCTTT
L GGAGTTGATGCTTCARAATTAGTGGATCATAARGTAGCAGTGRTCGGGATGGCACCARTCGTCARTARAGATACAGATGTCAARGATATCACCARACAGGARTTGATTGATATCTTT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

I
pst565 ACAGGARARATCACTARCTGGARGGAAGTTGGCGGGARAGATCARAAARTCARCGTCGTGARCCGTGCAARCGGCAGCGGTACCCGCGCGACAT TCGARARATGGGGAC TGGATGETRCTACCCCTRTGE
pst5G5r  ACAGGAARRATCACTAARCTGGAAGGAAGT TGGCGGGARAGATCARRARATCAACGTCGTGARCCGTGCARACGGCAGCGGTACCCGCGCGACAT TCGARARAT GGGGAC TGGATGGTGCTACCCCTGTGE
Consensus ACAGGARRRATCACTARCTGGARGGARGT TGGCGAGARAGATCARRARATCARCGTCGTGARCCGTGCARACGGCAGLGGTACCCGCGCGACAT TCEARARATGGGGAC TGEATGETGCTACCCCTGTGE

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

I
pst56G5 AGTCCCAAGARCAAGATTCATCAGGARCAGTTCGGCAGCTGGTARGTCARACACCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARGTATCGACGGTGTAGAACT
pst5G5r  AGTCCCARGARCAAGATTCATCAGGAACAGTTCGGCAGCTGGTAAGTCARACACCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARGTATCGACGGTGTAGARCT
Consensus AGTCCCARGARCARGATTCATCAGGARCAGTTCGGCAGC TRGTARGTCARACACCAGGAGCARTCAGCTATTTAGCTTTCTCATATCTCGATGATTCCACACARGCACTARGTATCGACGRTGTAGAARCTE

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

I
pst.565 ARRARGARGAGAATGTAGCAGATAACAGL TGRGGARTCTGRTCATATGARCATATGTACACGAACGGARRACCTTCCCCTGAAGTCCARRARTTCTTAGAC TACATGATGACAGARGARATCCARGARGGA
pst5G5r  ARARGAAGAGARTGTAGCAGATARCAGC TGGGGARTCTGGTCATATGAACATATGTACACGAACGGARRACCTTCCCCTGARGTCCARRRAT TCTTAGAC TACATGATGACAGARGAARTCCARGARGGA
Consensus ARARGARGAGAATGTAGCAGATARCAGCTGAGGARTCTGGTCATATGARCATATGTACACGAACGGARRACCTTCCCCTGARGTCCARRRRT TCTTAGAC TACATGATGACAGARGARRTCCARGARGGA

651 660 670 680 630 700 710 720 730 740 750 760 770

I I

pst56G5 CCTGTCAARGAATTGGGCTATTTACCAATCACARTGATGGARGTARAGGTGARTCACGAGARACGTCARARTTGCTTATTCGGARARARCCCATCTTCCTCATGGAGCCCACGEGGCARC
pst5G5r  CCTGTCARAGARTTGGGC-CTATACCAR
Consensus CCTGTCARRGAATTGGGC.aTaTACCAR
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen adk de la cepa QG-5.

} 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 13?
adkG5f GCGGTTA=--GGGAC-CAAGC TGARARA=TCATTGATGCTTATGGTAT TCCGCACATCTCARCAGGAGATATGT TCCGCGCAGCARTGCA
adkG5r  GGETTCTTTTAAGGGAACCCTCATTTARTGGGECTGCCAGGCGCAGGTARAGGARCACARGC TGARARRATCATTGATGCTTATGGTAT TCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGCGCAGCARTGCA

CONSENSUS  .yvevssssnsesnssssrsssnssssesssnsssssssssiCaligTh, GGaAC, CARGCTGARARA, TCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCARCAGGAGATATGTTCCGCGCAGCAATGCA

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
' ' I

adkG5f ARACGARACAGCTCTTGGCCTGGARGCARRGTCTTATATGGATAARGGTGCATTAGTTCCTGATGARGTARCAARTGGARTCGTGARAGAGCGACTAGC TGARCCAGATACAGAGARAGGCTTCTTATTA
adkG5r  ARACGARACAGLTCTTGGCCTGGARGCARAGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGT TCCTGATGARGTAACAARTGGARTCGTGARAGRGCGACTAGC TGRACCAGATACAGAGRARGGCTTCTTATTA
Consensus AAACGARACAGCTCTTGGCCTGGARGCARAGTCTTATATGGATARAGGTGCATTAGT TCCTGATGARGT ARCARATGGAATCGTGARAGAGCEAC TAGCTGARCCAGATACAGAGARRGGCTTCTTATTA

261 270 280 290 300 3o 320 330 3do 350 360 370 380 390

| |

adkG5f GATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARAAGCTCTGGACGCARTGCTAARAGATTTGAATARARARATTGATGCTGTCATCGATATCCATGT TGGTGARGARATCTTGRTCGAACGTCTAGCCGGCC
adkGbr GATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCARGCARRAGCTCTGGACGCARTGCTARRAGATTTGAARTARARARAT TGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGARGAAATCTTGGRTCGARCGTCTAGCCGGLC
Consensus GATGGCTTTCCACGTACGC TAGATCARGCARRAGE TCTGGACGCARTGCTAAARGAT TTGAATARARAAAT TGATGCTGTCATCGATATCCATGT TRGTGARGARATCTTGGTCGARCGTCTAGCCGGLC

391 400 q10 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| 1
adkG5f GATTTATCTGCAGCARTTGTGEAGCARC TTACCATARAAT TTTCARCCCTACHARRGTTGARGACACATGTGATCGTTGCGGTGGGCATGAATTCTATCARAGAGAAGRTGATAARCCTGAGACGGTTAR
adkG5r  GATTTATCTGCAGCARTTGTGGAGCARCTTACCATARART TTTCARCCCTACARRAGT TGAAGACACATGTGATCGTTGCGGTGGGCATGAATTCTATCAARGAGACAGARGTATARC

Consensus GATTTATCTGCAGCAATTGTGGAGCARCTTACCATRARRTTTTCARCCCTACARARGTTGARGACACATGTGATCGTTGCGGTGGGCATGARTTCTATCARAGAGAaaaaaaTAafal, ..\vuvssaes

521 530 540 55652

| 1
adkG5f  ARATCGTTGGCAGATCACCARRARRANNANNN
adkG5r

CONSENSUS  suevesnesmvsnvrrarseranssrrorses

99



	Portada 
	Índice
	Resumen 
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Justificación   4. Hipótesis
	5. Objetivos
	6. Metodología
	7. Resultados y Discusión
	8. Discusión final
	9. Conclusiones
	10. Perspectivas
	11. Bibliografía 
	12. Anexos

