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RESUMEN 

La identificación y clasificación tradicional de las bacterias se realiza mediante pruebas 

microbiológicas fenotípicas. Actualmente, el análisis de secuencias de genes marcadores 

moleculares, análisis de secuencias multilocus (MLSA) o del genoma completo permiten una 

identificación precisa de especies. El presente estudio tuvo como objetivo identificar y determinar 

la relación filogenética de especies bacterianas resistentes al mercurio aisladas de ambientes 

acuáticos en la región de Ica pertenecientes al Laboratorio de Biotecnología, Biología Molecular 

y Microbiología Industrial de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga mediante el análisis de 

secuencias de los marcadores moleculares rpoB, rpoD y gyrB. De 18 cepas bacterianas, 15 se 

identificaron mediante el análisis de similitud de secuencias de nucleótidos de los genes. La 

relación filogenética se determinó a través del análisis de cada uno de los genes y el concatenado 

de ellos (MLSA). El análisis se complementó con la secuenciación del genoma de las cepas 

relacionadas al género Pseudomonas, por su relevancia ecológica. El análisis de similitud y 

filogenético revelaron que las cepas están relacionadas con cepas tipo de los géneros 

Pseudomonas, Enterobacter y Citrobacter. Se identificaron las especies Pseudomonas monteilii, 

Pseudomonas juntendi, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas asiatica, Pseudomonas 

alloputida, Enterobacter mori, Enterobacter hormaechei, Citrobacter freundii y Citrobacter 

portucalensis. El análisis de los genes gyrB, rpoB y rpoD son eficaces para la identificación y 

determinación filogenética de cepas resistentes a mercurio. 

 

Palabras clave: identificación bacteriana, filogenia, Pseudomonas, Enterobacter, 

Citrobacter. 
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ABSTRACT 

Traditional identification and classification of bacteria is performed by phenotypic 

microbiological tests. Currently, the analysis of molecular marker gene sequences, multilocus 

sequence analysis (MLSA) or the entire genome allow for accurate species identification. The 

present study aimed to identify and determine the phylogenetic relationship of mercury-resistant 

bacterial species isolated from aquatic environments in the Ica region belonging to the Laboratory 

of Biotechnology, Molecular Biology and Industrial Microbiology of the National University of 

San Luis Gonzaga by analyzing the sequences of the molecular markers rpoB, rpoD and gyrB. Of 

18 bacterial strains, 15 were identified by nucleotide sequence similarity analysis of the genes. 

The phylogenetic relationship was determined through the analysis of each of the genes and their 

concatenation (MLSA). The analysis was complemented by the sequencing of the genome of 

strains related to the Pseudomonas genus, due to its ecological relevance. Similarity and 

phylogenetic analysis revealed that the strains are related to type strains of the genera 

Pseudomonas, Enterobacter and Citrobacter. The species Pseudomonas monteilii, Pseudomonas 

juntendi, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas asiatica, Pseudomonas alloputida, 

Enterobacter mori, Enterobacter hormaechei, Citrobacter freundii and Citrobacter portucalensis 

were identified. The analysis of the gyrB, rpoB and rpoD genes is effective for the identification 

and phylogenetic determination of mercury-resistant strains. 

Keywords: bacterial identification, phylogeny, Pseudomonas, Enterobacter, Citrobacter. 
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I.  INTRODUCCIÓN 

La identificación de las bacterias es un paso importante para comprender su epidemiología, 

patogénesis, biodiversidad y distribución. Asimismo, la detección sistemática es clave en el área 

clínica, en la industria farmacéutica, en el control de calidad de alimentos y en la investigación 

medioambiental (1). A través de los años, esta ha ido cambiando según los avances de la ciencia. 

Inicialmente, se realizaba por métodos basados en características fenotípicas; tales como 

morfología, propiedades bioquímicas y fisiológicas (2). Sin embargo, estos métodos 

microbiológicos requieren mucho tiempo y son laboriosos (3). Las mayores dificultades ocurren 

durante el aislamiento, por el crecimiento lento de las cepas, la variabilidad de las respuestas en 

las pruebas bioquímicas y fisiológicas, entre otras. Por lo que, los resultados no siempre son claros 

o concluyentes para identificar sin ambigüedades a las especies (4). 

 

Los problemas relacionados con la identificación bacteriana clásica han sido superados con los 

métodos modernos de fundamento molecular y de mayor aceptación por la comunidad científica 

(5). Estos brindan resultados confiables, reproducibles y rápidos permitiendo un mejor 

entendimiento de la abundancia, diversidad y función de las bacterias (6). Entre estos avances, la 

adopción de marcadores moleculares ha sido fundamental para la identificación precisa de 

géneros y especies bacterianas, incluso en ausencia de cultivos iniciales o información extensa 

sobre el entorno (7).  

 

Desde hace algún tiempo se ha adoptado como “marcador universal” el análisis del gen 16S ARNr 

debido a que se encuentra en todos los organismos procariontes actualmente conocidos y tiene 

fragmentos altamente conservados e hipervariables (8). Este marcador se ha utilizado 

ampliamente, aunque en algunos casos su poder discriminativo se limita a inferir hasta nivel de 

género (9), debido a que algunas especies comparten un alto nivel de homología en la secuencia 

del gen ribosomal (10). Asimismo, varían en el número de copias del gen por especie debido a 

las transferencias génicas laterales (11). Sin embargo, diversos autores aún recomiendan el uso 

necesario de este gen como referente básico para la taxonomía procariótica, ya que reflejan sus 

relaciones generales, permiten la ubicación filogenética de bacterias tanto cultivadas como no 

cultivadas, proporcionan una asignación de género inicial en la mayoría de casos y pueden reflejar 

la diversidad filogenética general (12,13). 

 

El uso de otros marcadores moleculares entre los que se encuentran los genes gyrB, rpoB y rpoD 

(14-16), llamados de mantenimiento celular o genes “housekeeping”, ha brindado buenos 

resultados como marcadores taxonómicos adicionales (5). Estos han evolucionado de manera más 

rápida y tienen mayor resolución que el gen 16S ARNr. El gen rpoB, codifica para la subunidad 
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β de la ARN polimerasa, que solo ocurre en una copia (17) y es capaz de revelar la variación 

molecular hasta el nivel de poblaciones. Las secuencias de los genes rpoB se han utilizado para 

identificar y clasificar varias especies de los géneros Mycobacterium, Pseudomonas, 

Stapylococcus, Streptomyces, Vibrio y Bacillus (18). El gen rpoD, codifica para el factor σ70, 

componente de la holoenzima ARN polimerasa bacteriana, es responsable de reconocer los 

promotores de genes involucrados en la mayoría de funciones celulares (19). Este gen esencial 

evoluciona más rápido que los genes ribosomales y el análisis de su secuencia genera una 

resolución más alta que las secuencias del gen 16S ARNr (20,21). El gen gyrB, codifica la 

subunidad β de la enzima ADN girasa o topoisomerasa II, involucrada en la replicación del ADN 

bacteriano y su secuencia es utilizada en taxonomía (22) debido a que presenta una tasa de 

sustituciones silentes cuatro veces mayor que el 16S ARNr y está en monocopia. Esto ha 

permitido la discriminación e identificación de especies relacionadas a Aeromonas, 

Pseudomonas, Bacillus, Vibrio y también enterobacterias, micobacterias y bacterias ácido lácticas 

(5). Diversos estudios han reportado el uso individual y combinado de los genes gyrB, rpoB y 

rpoD para inferir la identificación y filogenia en el género Pseudomonas (16,23). De igual 

manera, se ha documentado el uso de los genes gyrB y rpoB como marcadores taxonómicos para 

la identificación y caracterización molecular de enterobacterias, tal es el caso de los géneros 

Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, Escherichia, así como también en miembros 

pertenecientes a la especie Bacillus thuringiensis (24,25). 

 

La información de los genes individuales proporciona información valiosa; sin embargo, no 

reflejan relaciones filogenéticas generales, ya que solo demuestran la evolución específica de cada 

gen (12). En este contexto, el enfoque de análisis de múltiples genes o multilocus, MLSA, es útil 

para superar estas limitaciones, debido a que puede proporcionar una visión más detallada y 

robusta de las relaciones evolutivas entre cepas bacterianas. Esto genera una mejora en la 

precisión de identificación y clasificación taxonómica. Por lo que, ayuda a resolver ambigüedades 

y obtener una comprensión más completa de la diversidad bacteriana. (26). 

 

La secuenciación del genoma completo ha surgido como una herramienta complementaria e 

importante para obtener una visión más precisa de la identificación y taxonomía bacteriana (27). 

La genómica permite una evaluación amplia y exhaustiva de la variabilidad genética y de las 

relaciones evolutivas entre las cepas, ofreciendo una base sólida para validar y afinar los 

resultados obtenidos mediante el análisis de genes individuales y concatenados (28). Esta 

proporciona una resolución aún mayor, al identificar variaciones genéticas adicionales y 

establecer relaciones taxonómicas más precisas que podrían no ser evidentes a partir de análisis 

basados en genes específicos y concatenados (29). 
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Existen muchas especies bacterianas que poseen una potencial aplicación en la industria 

biotecnológica; como aquellas pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Enterobacter, 

Citrobacter, entre otros (30-32). El género Pseudomonas presenta especies capaces de colonizar 

diferentes nichos ecológicos (33). Si bien existen patógenos como la especie, Pseudomonas 

aeruginosa, la mayoría de las especies pertenecientes a este género son comensales y muchas se 

han reportado como agentes de biorremediación, usados en ingeniería metabólica, así como 

promotores de crecimiento vegetal (34-36). La familia Enterobacteriaceae incluye a bacterias 

conocidas por fermentar azúcares para producir ácido láctico y algunas por generar enfermedades 

como Escherichia coli, Salmonella, Shigella, entre otras (37). Dentro de ellas también se pueden 

encontrar especies ambientales que tienen potencial biotecnológico. En el género Enterobacter y 

Citrobacter se han comunicado como especies con potencial uso en la biorremediación de 

hidrocarburos, de metales pesados y en la promoción de crecimiento vegetal (38-43). 

 

En la región de Ica, donde las fuentes acuáticas pueden estar expuestas a la contaminación por 

actividades industriales y mineras, la identificación precisa de bacterias resistentes a mercurio es 

de gran importancia por su potencial aplicación. Esta identificación permite comprender la 

diversidad de estas bacterias y determinar a qué grupos pertenecen filogenéticamente, lo que 

proporciona información básica sobre su rol ambiental y su capacidad de resistencia, adaptación 

y detoxificación del mercurio (44). Esta información permite seleccionar de manera más efectiva 

las cepas con el mayor potencial para aplicaciones prácticas en biorremediación, ya que conocer 

la diversidad y clasificación taxonómica de las bacterias resistentes, permite diseñar estrategias 

de biorremediación efectivas, optimizando la recuperación de ecosistemas contaminados y 

promoviendo la salud ambiental de manera más efectiva (45). 

 

En la actualidad, las bacterias requieren ser adecuadamente identificadas o caracterizadas, lo que 

implica también conocer su diversidad funcional y potenciales aplicaciones. Por lo tanto, la 

identificación precisa de bacterias ambientales puede conducir al descubrimiento de nuevas 

especies y comprender sus roles biológicos. Asimismo, la diversidad genética y la distribución de 

las cepas en el ambiente ofrece una comprensión más profunda de su interacción con otros 

organismos y su entorno. En el laboratorio de Biotecnología, Biología Molecular y Microbiología 

Industrial de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga se cuenta con una colección de bacterias 

resistentes a mercurio aisladas de fuentes acuáticas, las cuales no han sido identificadas mediante 

métodos moleculares y se requiere además conocer sus relaciones filogenéticas para evaluar su 

potencial aplicación biotecnológico.  

 

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la identificación y filogenia de bacterias 

resistentes a mercurio aisladas de diferentes ambientes acuáticos de la región de Ica, mediante el 
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análisis de secuencias de los genes gyrB, rpoB y rpoD. Esto permitió la identificación y 

clasificación precisa de especies de Pseudomonas y enterobacterias, proporcionando una 

confirmación robusta de la afiliación y filogenia. Se complementó la identificación mediante la 

secuenciación del gen 16S ARNr, enfoque MLSA e información genómica completa. 
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II.   ESTRATEGIA METODOLÓGICA 

2.1   Material Biológico 

2.1.1 Cepas bacterianas 

En el estudio se utilizaron 18 cepas bacterianas aisladas a partir de muestras de ambientes 

acuáticos de diferentes zonas de la región de Ica y que pertenecen a la colección del 

Laboratorio de Biotecnología, Biología Molecular y Microbiología Industrial de la UNICA. 

El código de las cepas se indica a continuación: I3-2, I3-3, I4-1, I4-2, S1-1, S2-1, Y1-E, Y1-

F, Y1-G1, Y1H-2, C1-G1, C1-J1, N1A-1, N1A-2, M1C-3, EL2-2, 4E y Y-01.  

Se utilizaron como controles las cepas Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y Escherichia 

coli BW 25113 proporcionado por el laboratorio BioSlab. 

 

2.2   Condiciones de crecimiento e incubación 

Las cepas fueron conservadas a -20 °C en caldo Luria Bertani (LB) suplementado con glicerol al 

30%. Estas se reactivaron en agar o caldo Luria Bertani (LB) y cuando fue necesario se adicionó 

HgCl2 hasta una concentración de 10 µg/mL. Las incubaciones se realizaron a 35 °C durante 24 

h. 

 

2.3   Extracción y visualización de ADN genómico 

El ADN genómico se extrajo utilizando el kit comercial Gene JET (Thermo Scientific, USA) 

siguiendo las instrucciones del fabricante (ANEXO, Figura 9). Se extrajo 100 µL de cultivo 

conservado y se inoculó en 1.5 mL de medio LB. Este se incubó a 35 °C durante 18 h. El cultivo 

se centrifugó a 8000 rpm por 5 min, se descartó el sobrenadante y el sedimento celular se 

resuspendió en 180 µL de solución de digestión, con ayuda de micropipeta. Se añadió 20 µL de 

proteinasa K y se mezcló brevemente en vórtex hasta obtener una suspensión uniforme. La mezcla 

se incubó en baño María a 56 °C por 30 min, mezclando por inversión cada 10 min, hasta obtener 

el lisado celular. Posteriormente, se añadió 20 µL de RNasa, se mezcló brevemente en vórtex y 

se incubó a temperatura ambiente por 10 min, luego se adicionó 200 µL de solución de lisis y se 

aplicó vórtex por 15 s hasta obtener una mezcla homogénea. Luego, se adicionó 400 µL de etanol 

al 50% y se mezcló por vórtex. El lisado se transfirió a una columna de purificación insertada en 

un tubo colector de 2 mL. Este se llevó a centrifugar a 8000 rpm por 1 min, se descartó el líquido 

pasado y el tubo colector y luego se reemplazó por uno nuevo. Se adicionó a la columna 500 µL 

de tampón de lavado 1 y se centrifugó a 8000 rpm por 1 min. Se descartó el líquido pasado y se 

repitió el lavado con 500 µL de tampón de lavado 2. En seguida, se centrifugó a máxima velocidad 

(14000 rpm) por 3 min, se descartó el líquido pasado y se repitió la centrifugación a máxima 

velocidad por 1 min. Se descartó el tubo colector que tenía el líquido pasado y se colocó la 

columna en un microtubo Eppendorf de 1.5 ml. Posteriormente, se adicionó 100 µL de tampón 

de elución en el centro de la columna. Se dejó incubar por 2 min a temperatura ambiente y luego 
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se centrifugó a 12000 rpm por 1 min. Para obtener mayor cantidad de ADN, se adicionó 100 µL 

de tampón de elución y se repitió el paso anterior. Finalmente, el ADN se almacenó a -20 °C. La 

verificación de la extracción de ADN genómico se realizó mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 1% en tampón Tris-Acetato-EDTA (TAE) a 50 V durante 1 h.  Las muestras se 

prepararon mezclando 1 µL de tampón de carga con 5 µL de solución de ADN. La visualización 

de ADN se realizó por tinción del gel con bromuro de etidio (0.1 µg/mL) por 3 min y lavado con 

agua destilada por 30 min. Finalmente, el gel se observó en un transiluminador Biotop a 320 nm 

(ANEXO, Figura 10). 

 

2.4   Amplificación de marcadores moleculares mediante PCR. 

La amplificación de los genes 16S rRNA, gyrB, rpoB y rpoD (ANEXO, Figura 11), utilizados 

como marcadores moleculares se realizó mediante PCR en un termociclador TC 1000-G DLAB 

utilizando los programas y partidores indicados en la Tabla 1. El volumen de reacción fue de 20 

µL y los componentes de la reacción se detallan en la Tabla 2. 

 

Tabla 1. Partidores y condiciones de hibridación utilizados en las reacciones de PCR 

Gen Partidor Secuencia (5’- 3’) 
Longitud 

(bp) 

Temperatura 

hibridación 

(°C) 

Ref. 

16S 

ARNr 
16S-F 

AGAGTTTGATCMTGGCTC

AG 
20 

57 (46) 

 16S-R 
TACGGYTACCTTGTTACG

ACTT 
22 

gyrB gyrB1-F 
TAARTTYGAYGAYAACT

CYTAYAAAGT 
27 

59 (14) 

 gyrB1-R 
CMCCYTCCACCARGTAM

AGTTC 
22 

 gyrB2-F 
GTGTCGGTKGTRAACGCC

C 
19 

53 (21) 

 gyrB2-R 
GCYTCRTTSGGRTTYTCC

AGCAGG 
24 

rpoB rpoB-F 
TGGCCGAGAACCAGTTCC

GCGT 
22 

64 (47) 

 rpoB-R 
CGGCTTCGTCCAGCTTGT

TCAG 
22 

rpoD rpoD-F ATYGAAATCGCCAARCG 17 

46 (21) 
 rpoD-R CGGTTGATKTCCTTGA 16 
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Tabla 2. Componentes de reacción de PCR para amplificar genes marcadores 

Componente Volumen (µL) 

H2O libre de nucleasas 8.5 

PCR master Mix (2x) de Thermo Scientific 10 

Partidor directo-F (40 pmol/µL) 0.5 

Partidor reverso- R (40 pmol/µL) 0.5 

ADN molde (100 ng/µL) 0.5 

Volumen final 20 

 

2.4.1 Amplificación del gen 16S ARNr. 

La amplificación del marcador universal 16S ARNr se realizó con base al protocolo 

siguiente: desnaturalización inicial a 96 °C por 4 min, seguido por 30 ciclos de PCR 

(desnaturalización a 94 °C por 30 s; hibridación de partidores a 57 °C por 30 s; extensión a 

72 °C por 1 min) y extensión final a 72 °C por 10 min (46). 

 

2.4.2 Amplificación de los genes gyrB, rpoB y rpoD. 

Para la amplificación del gen gyrB, se utilizaron los partidores gyrB1 (14) y gyrB2 (21).  Para 

la reacción de PCR con los partidores gyrB1 se utilizó el siguiente programa: 

desnaturalización inicial a 94 °C por 4 min, seguido por 35 ciclos de PCR (desnaturalización 

a 94 °C por 1 min; hibridación de partidores a 59 °C por 1 min; extensión a 72 °C por 2 min) 

y extensión final a 72 °C por 10 min.  

En el caso de la amplificación de los genes los rpoB, rpoD y el uso de partidores gyrB2, se 

realizó el programa siguiente: desnaturalización inicial a 94 °C por 5 min, seguido por 30 

ciclos de PCR (desnaturalización a 94 °C por 1 min; hibridación según se describe en la Tabla 

1 para cada partidor; extensión a 72 °C por 90 s) y extensión final a 72 °C por 10 min (23). 

 

2.5   Verificación de amplicones de PCR en gel de agarosa 

Para verificar la obtención de amplicones, alícuotas de 5 µL de producto de cada reacción de PCR 

fueron analizadas mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en tampón TAE. Para 

comparar el tamaño de los amplicones se utilizó el marcador de peso molecular Gene ruler 1kb 

DNA Lader de Thermo Scientific, siguiendo el procedimiento anteriormente descrito para la 

visualización de ADN (ANEXO, Figuras 12 a Figura 19). 

 

2.6   Secuenciación de amplicones de PCR 

Luego de verificar el tamaño de los productos de PCR, los amplificados fueron almacenados a -

20 °C hasta su remisión a secuenciación a la empresa Macrogen USA 

(https://lims.psomagen.com/), según las indicaciones y la información solicitada en los formatos 
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de remisión (https://lims.psomagen.com/support/seq/down.jsp). De cada producto de 

amplificación se remitió 20 μL (50 µg/µL) y de cada partidor 50 μL (40 pmol/μL).  

 

2.7   Análisis in sílico de secuencias nucleotídicas 

Para la identificación de las cepas bacterianas, primero se realizó el análisis y edición de las 

secuencias nucleotídicas con el programa Bioedit. Luego, se realizó una búsqueda de similitud 

del gen ribosomal 16S y los genes de mantenimiento en la base de datos EzBioCloud y GenBank. 

Para obtener un alineamiento múltiple, las secuencias obtenidas fueron alineadas con secuencias 

tipo relacionadas mediante el programa MEGA-X y a su vez se eligió el mejor modelo de 

sustitución nucleotídica para la construcción de árboles filogenéticos. Los árboles filogenéticos 

de cada gen fueron realizados de manera individual y concatenados (ANEXO, Figura 20).  

 

2.7.1 Procesamiento y edición de secuencias nucleotídicas 

Las secuencias nucleotídicas de los amplificados de PCR fueron recibidas en formato texto 

y los cromatogramas en formato ab1 y PDF (ANEXO, Figura 21). El análisis, limpieza y 

procesamiento de cada una de las secuencias se realizó con el programa Bioedit (48) 

(ANEXO, Figura 22). Para ello, se ejecutó la opción “Open file” y se seleccionó los 

cromatogramas en formato ab1, luego se analizó la calidad de las secuencias directa y reversa, 

cuando fue necesario, se realizaron correcciones a las secuencias por errores de 

secuenciamiento. Se exportó con la opción “copy sequence as raw text” y se guardó en 

formato FASTA. Para el alineamiento de secuencias, se inició eligiendo la opción “new 

alignment” y se seleccionaron las secuencias previamente corregidas, luego se generó la 

secuencia directa adicional utilizando “Nucleic acid” seguido de “Reverse Complement”, 

“pairwase alignment” y “align two sequence” el cual se usó como paso final para obtener el 

alineamiento. Finalmente, para obtener la secuencia consenso se utilizó la opción “create 

consensus sequence”. Este último se importó y se guardó en formato FASTA para análisis 

posteriores. 

 

2.7.2 Búsqueda de secuencias homologas 

La búsqueda de secuencias homólogas del gen 16S ARNr se realizó con ayuda de la base de 

datos de secuencias curadas de EzBioCloud (49) usando el programa de búsqueda de 

similitud de nucleótidos disponible en: https://www.ezbiocloud.net/ (ANEXO, Figura 23). 

Se seleccionó la opción “16S-based ID” y se ingresó la secuencia consenso obtenida. Las 

cepas de estudio se compararon con las cepas tipo de especies estrechamente relacionadas 

con base a la mayor similitud de identidad de secuencias. Para la búsqueda de secuencias de 

los genes gyrB, rpoB y rpoD, se utilizó la base de datos GenBank mediante el algoritmo de 

búsqueda “Basic Local Alignment Search Tool” BLAST, con el programa BLASTn de 

https://lims.psomagen.com/support/seq/down.jsp
https://www.ezbiocloud.net/
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“National Center for Biotechnology Information” NCBI, disponible en 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch. (ANEXO, Figura 24). 

Se seleccionó en el conjunto de búsqueda de la base de datos las opciones “nucleotide 

collection (nr/nt)” y “Sequences from type material”. Además, se optimizó la programación 

con “Highly similar sequences (megablast)”. 

 

2.7.3 Construcción de matriz de identidad 

Los datos en porcentaje de similitud de secuencias se obtuvieron mediante la comparación 

de pares con el programa “Clustal W” disponible en: 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ (50) (ANEXO, Figura 25). Para ello, se 

seleccionó el tipo de secuencia ¨DNA¨ y se cargó las secuencias nucleotídicas obtenidas 

previamente. Para descargar la data procesada, se ingresó en la opción ¨Result files¨ y luego 

en ¨Percent Identity Matrix¨. 

 

2.7.4 Alineamiento múltiple de secuencias nucleotídicas. 

Las secuencias obtenidas de cada uno de los genes en estudio fueron procesadas en el 

programa MEGA-X versión 11.0.13 (51). Se creó un alineamiento ingresando en el apartado 

ALIGN seguido de “edit./build alignment” y con la opción “retrieve a sequence from a file” 

se ingresaron las secuencias previamente guardadas en formato FASTA. El alineamiento 

múltiple se procesó usando el subprograma MUSCLE (52) contenido en el programa MEGA-

X (ANEXO, Figura 26). Los valores de configuración se utilizaron de manera 

predeterminada. La data de alineamiento se guardó en formato MAS, extensión generada 

compatible por el programa para análisis posteriores. 

 

2.7.5 Concatenado de secuencias génicas  

La data de alineamiento múltiple obtenida se utilizó para concatenar el gen 16S ARNr con 

los genes de mantenimiento gyrB, rpoB y rpoD y así formar una secuencia supergénica. Para 

ello se usó el programa MEGA-X, seleccionando en la opción “Concatenate Sequence 

Alignments” y ubicando la carpeta que contiene exclusivamente los datos de alineamiento de 

cada uno de los genes. Una vez concatenado, la data se exportó en formato FASTA y se 

guardó para la posterior construcción de árboles filogenéticos. 

 

2.7.6 Elección de modelo de sustitución nucleotídica 

El mejor modelo evolutivo para el análisis filogenético se determinó utilizando la data de 

alineamiento previamente obtenida. Se utilizó el programa MEGA-X, ingresando en el 

apartado “Models” en la opción “Find Best DNA/Proteins Models (ML)”, los parámetros se 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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definieron por defecto. Se eligió utilizar el modelo ¨Kimura 2-parameter¨ (K2) para cada uno 

de los genes de estudio. 

2.7.7 Construcción de árboles filogenéticos mediante análisis multilocus de secuencias 

(MLSA) 

Para la construcción de los árboles filogenéticos de cada uno de los genes de estudio de 

manera individual y concatenados se utilizó el programa MEGA-X. Se inició en la opción 

“Phylogeny” y se seleccionó “Construct/Test Maximun Likelihood Tree”. En los parámetros 

de preferencia, se eligieron 1000 repeticiones para el número de replicaciones “Bootstrap”. 

Además, para cada uno de los genes, se seleccionó el modelo de sustitución nucleotídica 

¨Kimura 2-parameter¨.      

 

2.8   Secuenciación y análisis de datos genómicos bacterianos. 

Para afiliar la identificación precisa de los genes de estudio, se realizó el secuenciamiento y 

análisis de datos del genoma completo de las cepas (ANEXO, Figura 27). La calidad de 

secuencias y el ensamblaje de genoma se realizaron con los programas A5, miSeq y QUAST. Con 

el programa Prokka se hizo la anotación de genes. Para respaldar la identificación y filogenia se 

comparó los genomas mediante la identidad de promedio nucleótidos (ANI), hibridación digital 

DNA-DNA (dDDH) y la distancia de genoma a genoma (GBDP). 

 

2.8.1 Secuenciamiento de nueva generación (NGS) de cepas de Pseudomonas. 

La extracción de ADN genómico de las cepas C1-G1, C1-J1, EL2-2, I3-3, I4-1, I4-2, M1C-

3, N1A-2, S2-1, Y1-E, Y1-F, Y1H-2, se realizó utilizando el kit comercial QIAamp DNA 

Mini siguiendo los pasos indicados por el fabricante.  

Para la secuenciación de los genomas, la concentración de ADN fue determinada utilizando 

el kit de ensayo Qubit 1X dsDNA (Invitrogen), Se utilizó 0.2 ng/µL en un volumen final de 

10 µL de cada muestra de ADN. Las genotecas de secuenciamiento se prepararon usando el 

kit library Nextera XT. Inicialmente, se realizó la marcación (tagmentación) del ADN con la 

finalidad de obtener fragmentos de 300 bp. Luego se realizó una PCR para la ver la 

amplificación de ADN tagmentado seguido de la adición de adaptadores de índices Nextera. 

El DNA resultante se purificó mediante perlas magnéticas AMPure XP y luego fue eluído 

en 25 µL de buffer de resuspensión. Para determinar el tamaño de los fragmentos de ADN 

de la genoteca, éstos se visualizaron en un gel de agarosa al 2% y cuantificada por el equipo 

Qubit. Finalmente, se tomó 5 µg de cada ADN a secuenciar, se preparó a una concentración 

de 4nM en buffer de resuspensión y se cargó el cartucho de secuenciamiento. Los procesos 

de secuenciamiento fueron realizados en el secuenciador MiSeq de la marca Illumina 

(California, Estados Unidos) perteneciente al Instituto Nacional de Salud, Lima (INS) 

(ANEXO, Figura 28). 
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2.8.2 Control de calidad y ensamblaje de genomas 

El control de calidad y ensamblaje de genomas se realizó utilizando el programa FastQC 

v0.11.8 (53), aplicable mediante el sistema operativo Linux Ubuntu 22.04 LTS. Los datos 

obtenidos de la secuenciación fueron evaluados y ensamblados con la estrategia de novo, 

mediante el programa A5-miseq v20160825 (54), que contiene el programa de limpieza de 

adaptadores Trimmomatic V0.36. En seguida, se evaluó la calidad de los ensamblajes con 

QUAST (55) (ANEXO, Figura 29 y Figura 30). 

 

2.8.3 Anotación y características de los genomas 

Las regiones codificantes de proteínas en las secuencias de ADN (cds) se predijeron y 

anotaron funcionalmente (genes y nombres de productos) usando el programa Prokka versión 

1.11 (56), que coordina un conjunto de herramientas bioinformáticas y bases de datos 

existentes para la anotación de secuencias del genoma procariótico, incorporando BLAST+ 

(57) y Hmmer (58). Para ello, se preparó una base de datos personalizada con los genomas 

disponibles en la base de datos de acceso libre en Genbank de NCBI. Para crear la base de 

datos se utilizó la siguiente herramienta: prokka-genbank_to_fasta_db. Seguido de los 

siguientes comandos: prokka-genbank_to_fasta_db Coccus1.gbk Coccus2.gbk Coccus3.gbk 

Coccus4.gbk > Coccus.faa, cd-hit -i Coccus.faa -o Coccus -T 0 -M 0 -g 1 -s 0.8 -c 0.9, rm -

fv Coccus.faa Coccus.bak.clstr Coccus.clstr, makeblastdb -dbtype prot -in Coccus, mv 

Coccus.p* /path/to/prokka/db/genus/. El anotamiento se realizó utilizando el siguiente 

comando, prokka --outdir mydir --prefix mygenome contigs.fa, con el cual se obtuvieron 

diferentes archivos que fueron utilizados en análisis posteriores (ANEXO, Figura 31). 

 

2.8.4 Identidad promedio de nucleótidos (ANI) 

La identidad promedio de nucleótidos basados en BLAST+ (ANIb) de cada genoma, se 

calculó usando la herramienta ANI calculator disponible en: 

https://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/ (59) (ANEXO, Figura 32). Los genomas en 

formato FASTA, se subieron junto con cada uno de los genomas tipo para determinar el 

parentesco de identidad. 

 

2.8.5 Hibridación digital DNA-DNA (dDDH) 

El desarrollo de la hibridación DNA-DNA de forma digital se realizó usando el servidor de 

genoma cepa tipo (“Type (Strain) Genome Server 3.0”, TYGS) disponible en: 

https://tygs.dsmz.de/ (60) (ANEXO, Figura 33), Primero, se seleccionó en la opción ¨Submit 

your query¨, seguida de la carga de los archivos de ensamblaje genómico en formato FASTA 

https://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/
https://tygs.dsmz.de/
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generados previamente. Después, se seleccionaron las secuencias tipo de genoma de 

miembros estrechamente relacionados existentes en la base de datos, a su vez se introdujeron 

los números de acceso GenBank de los genomas que no se encuentran en dicha base. Los 

resultados proporcionados por el servidor TYGS, fueron remitidos por correo electrónico. 

Una vez en el servidor, en el apartado ¨Pairwase comparisons of user genomes vs type Strain 

genomes¨ se descargaron los resultados de hibridación. Se seleccionaron los valores de 

hibridación recomendados por el servidor como resultado. 

 

2.8.6 Construcción de árbol filogenómicos mediante la filogenia basada en la distancia 

BLAST del genoma (GBDP) 

La construcción del árbol filogenómicos se basó en los resultados proporcionados por el 

servidor TYGS, conforme a la metodología de hibridación digital (dDDH) anteriormente 

descrita. Para visualizar el árbol filogenómico, se accedió al apartado ¨Phylogenies¨ en el 

servidor, seguido de la opción ¨view tree¨. El árbol se descargó en formato PNG para su 

posterior interpretación.  
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III.   RESULTADOS 

 

Tabla 3. Similitud de secuencias del gen 16S ARNr entre cepas resistentes a mercurio aisladas de 

ambientes acuáticos y cepas tipo de Pseudomonas. 

Cepa Cepa tipo relacionada Acceso 
Identidad  

(%) 

C1-G1 Pseudomonas monteilii BBIS01000088 100.00 

C1-J1 Pseudomonas juntendi MK680061 99.69 

EL2-2 Pseudomonas aeruginosa BAMA01000316 100.00 

I3-3 Pseudomonas putida AP013070 99.59 

I4-1 Pseudomonas knackmussii HG322950 99.91* 

I4-2 Pseudomonas plecoglossicida BBIV01000080 99.87 

M1C-3 Pseudomonas laurentiana KY471137 100.00* 

N1A-2 Pseudomonas monteilii BBIS01000088 100.00 

S2-1 Pseudomonas laurentiana KY471137 99.93 

Y1-E Pseudomonas laurentiana KY471137 99.86 

Y1-F Pseudomonas juntendi MK680061 99.87 

Y1H-2 Pseudomonas knackmussii HG322950 99.35 

 

*  Cepa que posee más de una similitud. Valor de corte: 16S ARNr - 99% (10). 
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Tabla 4. Similitud de secuencias del gen gyrB entre cepas resistentes a mercurio aisladas de 

ambientes acuáticos y cepas tipo de Pseudomonas. 

 

Cepa Cepa tipo relacionada Acceso 
Identidad 

(%) 

C1-G1 Pseudomonas monteilii JHYV01000019: 112180-114600 99.96 

C1-J1 Pseudomonas juntendi BLJG01000089.1: 30173-32591 97.27 

EL2-2 Pseudomonas aeruginosa NZ_CP012001.1: 4275-6695 99.75 

I3-3 Pseudomonas ceruminis BLXP01000045.1 : 1251-3671 92.11 

I4-1 Pseudomonas asiatica BLJF01000003.1 : 120644-123064 100.00 

I4-2 Pseudomonas asiatica BLJF01000003.1 : 120644-123064 98.55 

M1C-3 Pseudomonas alloputida OPYN01000001.1: 156768-159188 97.00 

N1A-2 Pseudomonas monteilii JHYV01000019: 112180-114600 99.96 

S2-1 Pseudomonas alloputida OPYN01000001.1: 156768-159188 97.00 

Y1-E Pseudomonas alloputida OPYN01000001.1: 156768-159188 97.00 

Y1-F Pseudomonas juntendi BLJG01000089.1: 30173-32593 98.72 

Y1H-2 Pseudomonas humi BDGS01000001.1: 2214068-2216488 95.62 

 

Valor de corte: No asignada (es variable) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_BLJG01000089.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HF2KE67B013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_CP012001.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=HF2KE67B013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_BLXP01000045.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HF2KE67B013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_BLJF01000003.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HF2KE67B013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_BLJF01000003.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HF2KE67B013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_OPYN01000001.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HF2KE67B013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_OPYN01000001.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HF2KE67B013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_OPYN01000001.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HF2KE67B013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_BLJG01000089.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HF2KE67B013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_BDGS01000001.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HF2KE67B013
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Tabla 5. Similitud de secuencias del gen rpoB entre cepas resistentes a mercurio aisladas de 

ambientes acuáticos y cepas tipo de Pseudomonas. 

Cepa Cepa tipo relacionada Acceso 
Identidad  

(%) 

C1-G1 Pseudomonas monteilii JHYV01000049.1: 7740-11813 99.98 

C1-J1 Pseudomonas juntendi BLJG01000130.1: 7935-12008 99.44 

EL2-2 Pseudomonas aeruginosa CP012001.1 : 710052-714125 99.48 

I3-3 Pseudomonas ceruminis BLXP01000072.1: 3972-8045 95.95 

I4-1 Pseudomonas asiatica BLJF01000002.1: 373707-377780 99.98 

I4-2 Pseudomonas asiatica BLJF01000002.1: 373707-377780 98.94 

M1C-3 Pseudomonas alloputida  JHYV01000049.1: 7740-11813 98.60 

N1A-2 Pseudomonas monteilii JHYV01000049.1: 7740-11813 99.98 

S2-1 Pseudomonas alloputida JHYV01000049.1: 7740-11813 98.60 

Y1-E Pseudomonas alloputida JHYV01000049.1: 7740-11813 98.60 

Y1-F Pseudomonas juntendi BLJG01000130.1: 7935-12008 99.56 

Y1H-2 Pseudomonas delhiensis FNEC01000074.1:107300-111373 96.20 

 

Valor de corte: rpoB >97.7 % (61). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_JHYV01000049.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HF4YP9J301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_BLJG01000130.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HF4YP9J301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_CP012001.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=HF4YP9J301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_BLXP01000072.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HF4YP9J301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_BLJF01000002.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HF4YP9J301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_BLJF01000002.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HF4YP9J301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_JHYV01000049.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HF4YP9J301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_JHYV01000049.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HF4YP9J301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_JHYV01000049.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HF4YP9J301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_JHYV01000049.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HF4YP9J301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_BLJG01000130.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HF4YP9J301R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_FNEC01000074.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=HKC8FJDB013
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Tabla 6. Similitud de secuencias del gen rpoD entre cepas resistentes a mercurio aisladas de 

ambientes acuáticos y cepas tipo de Pseudomonas. 

Cepa Cepa tipo relacionada Acceso 
Identidad  

(%) 

C1-G1 Pseudomonas monteilii JHYV01000010.1: 51262-53112 99.78 

C1-J1 Pseudomonas juntendi BLJG01000199.1: 5717-7567 98.43 

EL2-2 Pseudomonas aeruginosa CP012001.1: 568631-570484 99.89 

I3-3 Pseudomonas faucium BQIP01000041.1:10921-12771 94.87 

I4-1 Pseudomonas asiatica BLJF01000002.1: 306771-308621 99.95 

I4-2 Pseudomonas asiatica BLJF01000002.1: 306771-308621 98.33 

M1C-3 Pseudomonas alloputida JHYV01000010.1:51262-53112 98.30 

N1A-2 Pseudomonas monteilii JHYV01000010.1:51262-53112 99.78 

S2-1 Pseudomonas alloputida JHYV01000010.1:51262-53112 98.20 

Y1-E Pseudomonas alloputida JHYV01000010.1:51262-53112 98.40 

Y1-F Pseudomonas juntendi BLJG01000199.1:5717-7567 99.41 

Y1H-2 Pseudomonas citronellolis FOLS01000032.1:68745-70595 96.60 

 

Valor de corte: rpoD >98% (16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_JHYV01000010.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HKEFZFJK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_BLJG01000199.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HKF0MB1E013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_CP012001.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=HKF0MB1E013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_BQIP01000041.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HKF0MB1E013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_BLJF01000002.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HKF0MB1E013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_BLJF01000002.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HKF0MB1E013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_JHYV01000010.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HKF0MB1E013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_JHYV01000010.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HKF0MB1E013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_JHYV01000010.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HKF0MB1E013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_JHYV01000010.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HKF0MB1E013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_BLJG01000199.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=HKF0MB1E013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NZ_FOLS01000032.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HKF0MB1E013
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Tabla 7. Similitud de secuencias de genes concatenados 16S-gyrB-rpoB-rpoD (MLSA) entre 

cepas resistentes a mercurio aisladas de ambientes acuáticos y cepas tipo de Pseudomonas. 

Cepa Cepa tipo relacionada Acceso 
Identidad 

(%) 

C1-G1 Pseudomonas monteilii JHYV00000000 99.78 

C1-J1 Pseudomonas juntendi BLJG00000000 98.60 

EL2-2 Pseudomonas aeruginosa JYLC00000000 99.89 

I3-3 Pseudomonas ceruminis BLXP00000000 94.50 

I4-1 Pseudomonas asiatica BLJF00000000 99.95 

I4-2 Pseudomonas asiatica BLJF00000000 98.33 

M1C-3 Pseudomonas alloputida OLKK00000000 98.00 

N1A-2 Pseudomonas monteilii JHYV00000000 99.78 

S2-1 Pseudomonas alloputida OLKK00000000 98.00 

Y1-E Pseudomonas alloputida OLKK00000000 98.00 

Y1-F Pseudomonas juntendi BLJG00000000 99.30 

Y1H-2 Pseudomonas citronellolis FOLS00000000 96.10 

 

Valor de corte: MLSA >97 % (23).
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Tabla 8. Similitud de secuencias del gen 16S ARNr entre 6 cepas resistentes a mercurio aisladas de 

ambientes acuáticos y cepas tipo de enterobacterias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Valor de corte: 16S ARNr - 99% (10). 

 

Tabla 9. Similitud de secuencias del gen gyrB entre cepas resistentes a mercurio aisladas de ambientes 

acuáticos y cepas tipo de enterobacterias. 

 

 
*Cepa que posee más de una similitud 

Valor de corte: No asignada (es variable) 

Cepa Cepa tipo 

relacionada 

Acceso 
Identidad 

(%) 

I3-2 Enterobacter chengduensis KY979142 99.41 

N1A-1 Citrobacter freundii  AJ233408 99.93 

S1-1 Enterobacter chengduensis KY979142 99.41 

Y-01 Escherichia coli X80725 99.72 

Y1-G1 
Enterobacter hormaechei 

subsp. xiangfangensis  
FYBF01000083 99.73 

4E Citrobacter portucalensis MVFY0100035 99.86 

Cepa 
Cepa tipo 

relacionada 
Acceso 

Identidad 

(%) 

I3-2 Enterobacter mori AEXB00000000.1: 205751- 208162 98.35 

N1A-1 Citrobacter freundii  CP049015.1:  3611- 6025 97.63 

S1-1 Enterobacter mori AEXB00000000.1: 205751- 208162 98.66 

Y-01 Shigella sonnei CP026802.1:  4030695- 4033109 99.59 

Y1-G1 
Enterobacter hormaechei 

subsp. xiangfangensis  
CP017183.1:  3941- 6352 97.42* 

4E Citrobacter portucalensis MVFY00000000.1: 374805-377219 97.94 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP013070.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HEXF8DCA01R
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Figura 1. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en secuencias del gen 16S ARNr que 

muestra la relación entre las cepas aisladas de ambientes acuáticos y taxones dentro del género 

Pseudomonas. Los valores de Bootstrap (≥50) se muestran en los puntos de ramificación con porcentajes 

de 1000 réplicas. Se utilizó como grupo externo la cepa tipo de Acinetobacter baumanii. La barra de 

sustituciones por posición de nucleótidos es 0,02. 
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Figura 2. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en secuencias del gen gyrB que muestra la relación entre las cepas aisladas de ambientes 

acuáticos y taxones estrechamente relacionados dentro del género Pseudomonas. Los valores de Bootstrap (≥50) se muestran en los puntos de ramificación 

con porcentajes de 1000 réplicas. Los números de acceso del NCBI se muestran en paréntesis.  La barra de sustituciones por posición de nucleótidos es 

0,05. 
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Figura 3. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en secuencias del gen rpoB que muestra la relación entre las cepas aisladas de ambientes  

acuáticos y taxones estrechamente relacionados dentro del género Pseudomonas. Los valores de Bootstrap (≥50) se muestran en los puntos de ramificación 

con porcentajes de 1000 réplicas. Los números de acceso del NCBI se muestran en paréntesis.  La barra de sustituciones por posición de nucleótidos es 

0.02 
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Figura 4. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en secuencias del gen rpoD que muestra la relación entre las cepas aisladas de ambientes 

acuáticos y taxones estrechamente relacionados dentro del género Pseudomonas. Los valores de Bootstrap (≥50) se muestran en los puntos de ramificación 

con porcentajes de 1000 réplicas. Los números de acceso del NCBI se muestran en paréntesis.  La barra de sustituciones por posición de nucleótidos es 

0.02 
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Figura 5. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en secuencias concatenadas de los genes 16S-gyrB-rpoB-rpoD que muestra la relación entre 

las cepas aisladas de ambientes acuáticos y taxones estrechamente relacionados dentro del género Pseudomonas. Los valores de Bootstrap (≥50) se 

muestran en los puntos de ramificación con porcentajes de 1000 réplicas. Los números de acceso del NCBI se muestran en paréntesis.  La barra de 

sustituciones por posición de nucleótidos es 0.02. 
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Figura 6. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en secuencias del gen 16S ARNr 

que muestra la relación entre las cepas aisladas de ambientes acuáticos y taxones estrechamente 

relacionados dentro de la familia Enterobacteriaceae. Los valores de Bootstrap se muestran en 

los puntos de ramificación con porcentajes de 1000 réplicas. Se utilizó como grupo externo la 

cepa tipo de X. nemathopila. La barra de sustituciones por posición de nucleótidos es 0,01.
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Figura 7. Árbol filogenético de máxima verosimilitud basado en secuencias del gen gyrB que muestra la relación entre las cepas aisladas   de ambientes acuáticos 

y taxones estrechamente relacionados dentro de la familia Enterobacteriaceae. Los valores de Bootstrap (≥50) se muestran en los puntos de ramificación con 

porcentajes de 1000 réplicas. La barra de sustituciones por posición de nucleótidos es 0,02 
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Tabla 10. Relación genómica mediante ANIb de 12 cepas bacterianas resistes a mercurio en comparación con cepas tipo estrechamente relacionadas del 

género Pseudomonas. 

Especies Cepa Anib (%) Alineado (%) 
Alineado 

(bp) 
Total (bp) Cepa tipo Acceso 

Pseudomonas monteilii C1-G1 98.8 84.76 5347240 6308428 Pseudomonas monteilli JHYV00000000.1 

Pseudomonas juntendi C1-J1 96.7 80.96 4639992 5731217 Pseudomonas juntendi BLJG00000000.1 

Pseudomonas aeruginosa EL2-2 98.9 85.66 4357718 5087378 Pseudomonas aeruginosa JYLC00000000.1 

Pseudomonas sp. I3-3 86.4 66.32 3903007 5884931 Pseudomonas ceruminis BLXP00000000.1 

Pseudomonas asiatica I4-1 98.6 88.18 5263530 5969036 Pseudomonas asiatica BLJF00000000.1 

Pseudomonas asiatica I4-2 95.5 78.67 4696111 5969036 Pseudomonas asiatica BLJF00000000.1 

Pseudomonas sp. M1C-3 94.7 80.12 4649501 4649501 Pseudomonas alloputida OLKK00000000.1 

Pseudomonas monteilii N1A-2 98.7 84.28 5316951 6308428 Pseudomonas monteilli JHYV00000000.1 

Pseudomonas sp. S2-1 94.6 79.71 4625703 4625703 Pseudomonas alloputida OLKK00000000.1 

Pseudomonas sp. Y1-E 94.5 80.33 4662067 5803405 Pseudomonas alloputida OLKK00000000.1 

Pseudomonas juntendi Y1-F 97.5 82.16 4708762 5731217 Pseudomonas juntendi BLJG00000000.1 

Pseudomonas sp. Y1H-2 89.70 69.90 4802542 6870102 Pseudomonas citronellolis FOLS00000000.1 

Valor de corte ANIb: 95%-96.5% (59). 
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Figura 8. Árbol filogenómico de cepas bacterianas resistentes a mercurio aisladas de ambientes acuáticos y cepas tipo de especies genero Pseudomonas. 

Los valores de Bootstrap (≥50) se muestran en los puntos de ramificación con porcentajes de 1000 réplicas. Los análisis evolutivos se generaron utilizando 

Type (Strain) Genome server 3. 
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Tabla 11. Nombre asignado a las cepas resistentes a mercurio por comparación genética con cepas tipo estrechamente relacionadas del género 

Pseudomonas. 

Cepa 
Cepa tipo Acceso 16S ARNr 

(%) 

MLSA 

(%) 

ANIb 

(%) 

dDDH 

(%) 

Nombre asignado 

C1-G1 Pseudomonas monteilii NBRC 103158ᵀ JHYV00000000 100.00 99.78 98.8 94.7 P. monteilii 

C1-J1 Pseudomonas juntendi BML3ᵀ BLJG00000000 99.69 98.6 96.7 76.8 P. juntendi 

EL2-2 Pseudomonas aeruginosa DSM 50071ᵀ JYLC00000000 100.00 99.89 98.9 94.4 P. aeruginosa 

I3-3 Pseudomonas ceruminis BLM PP028ᵀ BLXP00000000 99.59 94.5 86.4 33.6 Pseudomonas sp. 

I4-1 Pseudomonas asiatica RYU5ᵀ  BLJF00000000 99.91* 99.95 98.6 93.5 P. asiatica 

I4-2 Pseudomonas asiatica RYU5ᵀ  BLJF00000000 99.87 98.33 95.5 67.6² P. asiatica 

M1C-3 Pseudomonas alloputida Kh7ᵀ OLKK00000000 100.00* 98.0 94.7¹ 63.4² P. alloputida 

N1A-2 Pseudomonas monteilii NBRC 103158ᵀ JHYV00000000 100.00 99.78 98.7 94.6 P. monteilii 

S2-1 Pseudomonas alloputida Kh7ᵀ OLKK00000000 99.93 98.01 94.6¹ 63.5² P. alloputida 

Y1-E Pseudomonas alloputida Kh7ᵀ OLKK00000000 99.86 98.0 94.5¹ 63.2² P. alloputida 

Y1-F Pseudomonas juntendi BML3ᵀ BLJG00000000 99.87 99.3 97.5 81.2 P. juntendi 

Y1H-2 Pseudomonas citronellolis DSM 50332ᵀ FOLS00000000 99.35 96.1 89.70 41.8 Pseudomonas sp. 

¹ Resultado ambiguo en ANIb; ²Resultado ambiguo en dDDH *: Valor de identidad con más de una similitud 

Valores de corte: 16S ARNr- 99%, MLSA-97%, ANIb-95%-96.5%, dDDH-70% 
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Tabla 12. Nombre asignado a las cepas resistentes a mercurio por comparación genética con cepas tipo estrechamente relacionadas a la familia 

Enterobacteriaceae. 

 

*: Valor de identidad con más de una similitud. 

Cepa 
Cepa tipo 16S ARNr 

(%) 

Acceso Cepa tipo gyrB 

(%) 

Acceso Nombre asignado 

I3-2 

Enterobacter 

chengduensis 

WCHECL-C4 
99.41* KY979142 

Enterobacter mori 

LMG 25706 98.35 
AEXB00000000.1: 

205751- 208162 
E. mori 

N1A-1 
Citrobacter freundii 

ATCC 8090 99.93 AJ233408 
Citrobacter freundii 

ATCC 8090 97.63 
CP049015.1: 3611- 

6025 
C. freundii 

S1-1 

Enterobacter 

chengduensis 

WCHECL-C4 
99.41* KY979142 

Enterobacter mori 

LMG 25706 98.66 
AEXB00000000.1: 

205751- 208162 
E. mori 

Y-01 
Escherichia coli ATCC 

11775 99.72* X80725 
Shigella sonnei ATCC 

8700 99.59 
CP026802.1:  

4030695- 4033109 
No determinado 

Y1-G1 

Enterobacter 

hormaechei subsp. 

xiangfangensis LMG 

27195 

99.73 
FYBF0100008

3 

Enterobacter 

hormaechei subsp. 

xiangfangensis LMG 

27195 

97.42* 
CP017183.1:  3941- 

6352 

E. hormaechei 

subsp. 

xiangfangensis 

4E 
Citrobacter 

portucalensis A60 99.86 
MVFY010003

5 

Citrobacter 

portucalensis A60 97.94 
MVFY00000000.1: 

374805-377219 
C. portucalensis 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AP013070.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=HEXF8DCA01R
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IV. DISCUSIÓN 

 

En el presente estudio se amplificaron y secuenciaron los marcadores moleculares 16s ARNr, 

gyrB, rpoB y rpoD de 18 cepas bacterianas gram negativas resistentes a mercurio aisladas de 

fuentes acuáticas de Ica (ANEXO, Figuras 12 a Figura 19). Según el análisis de similitud de 

secuencias de forma individual y concatenada, 12 de ellas correspondieron a especies del género 

Pseudomonas y 6 a enterobacterias. 

 

En el caso de las especies del género Pseudomonas, éstas mostraron variaciones en el porcentaje 

de similitud respecto las cepas tipo de referencia. Para el gen 16S ARNr, 6 de las secuencias 

obtenidas estuvieron completas (1532 nt) y 6 incompletas (1176 -1374 nt), por el tipo de 

secuenciación utilizada. Sin embargo, este marcador permitió identificar cepas tipo estrechamente 

relacionadas con una similitud mayor al 99 % (Tabla 3), lo cual nos indicaría una posible identidad 

de las cepas.  

 

El análisis de las secuencias del gen gyrB, se confirmó que todas las cepas corresponden a especies 

de Pseudomonas. Sin embargo, dos de ellas (I3-3 y Y1H-2) mostraron un valor de similitud menor 

al de corte (>96 %). Estos valores, al estar por debajo del valor de corte preestablecido ponen en 

duda la identidad asignada como P. ceruminis y P. humi, respectivamente (Tabla 4).  

 

El gen rpoB determinó que todas las cepas pertenecen a especies de Pseudomonas. Sin embargo, 

las cepas I3-3 y Y1H-2 no superaron el valor de corte (>97.7 %). El nombre asignado fue P. 

ceruminis para I3-3 y P. delhiensis para Y1H-2 (Tabla 5), coincidiendo solo en el caso de I3-3 con 

el resultado anterior. 

 

En el análisis de las secuencias del gen rpoD se determinó que las cepas I3-3 y Y1H-2 tampoco 

superaron el valor de corte (>98 %) de similitud. Siendo asignados como P. faucium y P. 

citronellolis, respectivamente (Tabla 6). En este caso se asignaron nombres diferentes a los casos 

anteriores. Las diferencias en las identidades asignadas en algunas de las cepas mediante los 

diferentes marcadores genéticos indicarían el poder discriminante de cada marcador, así como las 

variantes nucleotídicas en los mismos (ANEXO, Tablas 13 a Tabla 15). Estudios similares 

sugieren que la elección de cada marcador genético puede influir considerablemente en la 

precisión de la identificación de cepas a nivel de especie o sub grupos de un mismo género (23). 

 

Mediante el análisis de similitud de las secuencias concatenadas de los genes 16S ARNr, gyrB, 

rpoB y rpoD (MLSA), de igual manera se confirmó que las cepas I3-3 y Y1H-2 no superaron el 

valor de corte de similitud (>97%) (Tabla 7). Estas fueron asignadas como P. ceruminis y P. 
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citronellolis. Este análisis confirmó los resultados obtenidos con cada gen y dio una mayor 

robustez en la identificación de las cepas. Asimismo, como sus variaciones genéticas entre las 

mismas cepas con relación a su cepa de referencia cercana (ANEXO, Tabla 16). El análisis de 

secuencias concatenadas de varios genes proporciona una mayor resolución y precisión en la 

identificación de las especies de Pseudomonas debido a que al considerar múltiples genes, 

disminuye la posibilidad de errores en la identificación causado por variaciones de un solo 

marcador (62,63) 

 

Comparando todos los marcadores utilizados, se observó que los genes gyrB, rpoB y rpoD y sus 

secuencias concatenadas coinciden en la identificación de la mayoría de las cepas, con excepción 

de I3-3 y Y1H-2. Asimismo, mediante el marcador 16S ARNr solo en el caso de 4 cepas coincidió 

con los otros marcadores moleculares. Esto explica por qué este marcador ya no se puede utilizar 

como el único en la identificación bacteriana, debido a que las discrepancias en la identificación 

mediante el gen 16S ARNr podrían estar relacionadas a la alta diversidad genética presente dentro 

del género Pseudomonas y la posible existencia de cepas aun no caracterizadas en la base de 

datos. Las diferencias génicas en las bacterias son el fundamento de la variabilidad de especies 

por su exposición a agentes de movilidad genética en el ambiente y de manera particular en 

medios acuáticos (64). Estos son promovidos por fagos (65), transposones (66), plásmidos (67), 

entre otros. Por lo tanto, se requiere el uso de más de un marcador e incluso otros marcadores 

diferentes a los utilizados como 23S ARNr (68), región intergénica 16S-23S (69), para conseguir 

una identificación confiable. 

 

En el caso de las 6 cepas bacterianas restantes, con base al análisis de secuencias del gen 16S 

ARNr, éstas pertenecieron a especies de enterobacterias (Tabla 8). Todos los porcentajes de 

identidad superaron el 99 % de similitud con 2 o más especies; por lo que fue difícil asignar un 

nombre en particular a las cepas. Solo se asignaron nombres de especies estrechamente 

relacionadas dentro de los géneros Enterobacter, Citrobacter y Escherichia. Esto sustenta que la 

secuencia 16S ARNr proporciona baja resolución para discriminar especies de la familia 

Enterobacteriaceae, pertenecientes a los géneros, Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, entre 

otros (24,70). 

 

Con el marcador gyrB, los porcentajes de similitud oscilaron entre el 97% y 99% (Tabla 9). Las 

cepas I3-2 y S1-1 fueron asignados como Enterobacter mori difiriendo de los resultados con el 

gen 16S ARNr. Además, la cepa Y-01 asignada como especie dentro del género Escherichia 

correspondería al género Shigella, según el análisis del gen gyrB. Se ha documentado la dificultad 

que existe para diferenciar entre E. coli y Shigella spp. basándose en el análisis de secuencias 16S 

ARNr, esto debido a su alta similitud de regiones genéticas (71). Además, algunos estudios han 
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demostrado que el análisis del gen gyrB muestra mayor divergencia entre E. coli y Shigella spp. 

con valores de similitud inferiores a los obtenidos en el análisis del gen 16S ARNr (72) el cual 

coincide con este estudio (ANEXO, Tabla 17). A pesar que muchos estudios han indicado mejores 

resultados con el uso de gen gyrB en comparación con la información del gen 16S ARNr (73,74), 

aún se reportan casos en los que existe ambigüedad en la identificación de especies de estos 

géneros con este marcador (75). Esto sugiere el uso de otros marcadores moleculares adicionales 

(76). 

 

En el presente estudio, no se utilizaron los marcadores rpoB ni rpoD para la identificación de 

especies de enterobacterias debido a que su uso no es común en este grupo bacteriano. El gen 

rpoB, por lo general se emplea con menos frecuencia debido a su menor variabilidad filogenética 

con respecto al gen gyrB (77). Esta baja variabilidad genera una menor resolución taxonómica y 

dificulta discriminar correctamente entre especies dentro de la familia Enterobacteriacea. 

Numerosos estudios respaldan el uso del gen gyrB lo que refuerza su uso y eficacia en la 

identificación de enterobacterias (78). En el caso del gen rpoD, si bien ha sido validado como un 

marcador útil para la identificación de Pseudomonas (16), su utilidad para la identificación de 

enterobacterias no ha sido reportada. Esto podría deberse a la presencia de regiones altamente 

variables en regiones específicas capaces de distinguir especies de Pseudomonas, las cuales no 

existirían en el caso de las enterobacterias. 

 

Mediante el análisis filogenético con base a las secuencias del gen ribosomal 16S ARNr, se 

demostró que las cepas en estudio presentan una identidad estrechamente relacionada a miembros 

del género Pseudomonas ubicándose en los linajes representativos P. aeruginosa y P. flurorescens, 

a su vez relacionadas a los miembros del grupo P. Putida y grupo P. aeruginosa (Figura 1). Al 

consultar las secuencias de las cepas se reveló que las identidades de secuencias prevalecen en un 

99%-100% de similitud, superando el nivel de corte preestablecido para la identificación de 

especies bacterianas (≥ 99%), el cual podría indicar que pertenecen a las cepas tipo relacionadas 

(79). La posición filogenética si bien se distribuye en los grupos P. putida y P. aeruginosa, la 

predominancia de bajos valores de bootstrap del árbol y su topología inestable no permite 

delimitar de manera confiable a nivel de grupos o subgrupos en el género Pseudomonas (80) por 

lo que la información obtenida no es lo suficientemente sólida. 

 

El análisis de secuencias del gen 16S ARNr en bacterias continúa siendo fundamental en los 

estudios filogenéticos debido a que presenta regiones altamente conservadas y su poder 

discriminativo delimita grupos o clados dentro de un género específico (9). Sin embargo, en el 

caso del género Pseudomonas, el gen 16S ARNr solo permite la diferenciación y delimitación de 

los linajes principales: P. aeruginosa, P. flurorescens y P. pertucinogena (81). Aunque este gen es 
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importante para la asignación taxonómica de organismos bacterianos ambientales, no discrimina 

a nivel de especies (20). Esto debido a la heterogeneidad intraespecies que se origina por la 

presencia de múltiples copias variables del gen, transferencias génicas laterales (11) y a menudo 

su filogenia no es precisa generando clasificaciones erróneas, en algunos casos (47). 

 

En el análisis filogenético con base a los genes gyrB, rpoB y rpoD, se determinó la relación de las 

cepas del género Pseudomonas, con un mejor valor de bootstrap y topología con respecto al gen 

16S ARNr. Los dos grupos observados corresponden a P. putida y P. aeruginosa (Figuras 2 a 

Figura 4).  Con respecto a las cepas ubicadas filogenéticamente en el grupo P. putida. Las cepas 

C1-J1 y Y1-F se agrupan estrechamente con la cepa tipo P. juntendi. C1-J1 se agrupa en una rama 

independiente con un valor de bootstrap de 100 respecto a Y1-F y P. juntendi, mientras que Y1-F 

se agrupa cercanamente con la cepa tipo, aunque con variaciones de bootstrap en cada uno de los 

genes (90 en gyrB, 92 en rpoB y 93 en rpoD). Lo que indicaría que, si bien presentan una relación 

filogenética cercana, existen variaciones genéticas entre ambas cepas. 

 

En el caso de las cepas C1-G1 y NIA-2, éstas se relacionan con la cepa P. monteilii agrupándose 

de manera consistente con un valor de bootstrap de 100 en todos los árboles. Además, en el caso 

del gen rpoD, existe una ligera variación en la ramificación entre ambas cepas de estudio 

(bootstrap de 92), lo que puede indicar que si bien están respaldas estadísticamente con la cepa 

tipo, entre ellas existe pequeñas variaciones filogenéticas con la cepa de referencia. 

 

Las cepas S2-1, M1C-3 y Y1-E están relacionadas filogenéticamente en todos los árboles con un 

valor de 100 de bootstrap con cepa tipo más cercana P. alloputida. En el uso de algunos 

marcadores existe algunas variaciones entre ellas, pero todas superan el valor 90 de bootstrap. 

Esto podría indicar que, aunque este agrupado dentro de un clúster especifico, presenta una 

divergencia evolutiva.  

 

Respecto a las cepas I4-1 e I4-2, la cepa I4-1 está muy bien soportada con un valor de 100 

bootstrap relacionada a la cepa tipo P. asiatica y P. shirazica en todos los árboles. En el caso de 

la cepa I4-2, si bien se encuentra posicionada dentro del clado de las cepas mencionadas, se 

encuentra en una rama independiente, lo que indicaría la existencia de variabilidad filogenética 

considerable entre las cepas. 

 

La cepa I3-3 fue la más diferenciada en relación a las cepas tipo del grupo P. putida, si bien su 

posición filogenética se ubica relacionada a la cepa P. ceruminis en los tres arboles filogenéticos, 

sus valores de bootstrap presentan variabilidad en los 3 genes (98 en gyrB, 32 en rpoB y 95 en 

rpoD) además de que la rama en la que se encuentra presenta mayor distancia filogenética que las 
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demás cepas de estudio. Esto indicaría variabilidad en su secuencia y mayor divergencia evolutiva 

con respecto a su cepa tipo más cercana. 

 

En el grupo P. aeruginosa se incluyeron 2 cepas. La cepa EL2-2 mostró mayor consistencia en el 

estudio, gracias a su estabilidad topológica en los 3 árboles, así como sus valores de bootstrap de 

100 ubicándose cercanamente a la cepa P. aeruginosa. En el caso de la cepa Y1H-2, si bien sus 

valores de bootstrap son considerados altos (67 en gyrB, 84 en rpoB y 98 en rpoD), la posición 

filogenética de esta cepa en cada gen varía. Además, se observa una distancia filogenética 

considerable lo que indicaría un alto grado de variabilidad filogenética con sus cepas tipo 

cercanas. 

 

Entre los 3 genes analizados, rpoD ha sido el gen con el que se obtuvo mejores resultados en los 

análisis filogenéticos, esto debido a su alta consistencia en la topología de los árboles, así como 

valores de bootstrap elevados en cada ramificación, permitiendo una clara separación entre las 

cepas de estudio y sus cepas tipo (16). En segundo lugar, el uso del gen gyrB presentó una buena 

resolución filogenética y estabilidad en la mayoría de agrupaciones, siendo claro para diferenciar 

relaciones evolutivas (20). Por último, en gel rpoB, si bien termina siendo más confiable que el 

gen 16S rRNA, presenta menor consistencia en la topología de su árbol respecto a los otros genes, 

así como bajos valores de bootstrap en las ramificaciones, lo que no permite determinar con 

claridad todas las relaciones evolutivas. 

 

Mediante el análisis filogenético MLSA, se observó una mayor resolución filogenética en 

comparación con los árboles individuales de los genes gyrB, rpoB y rpoD (Figura 5). En el caso 

de las cepas C1-J1 y Y1-F se reafirma la relación filogenética con la cepa tipo P. juntendi, con 

una mayor robustez en el árbol. En el caso de las cepas N1A-2 y C1-G1, se redujo la variabilidad 

filogenética de éstas, ya que con el gen rpoB se observó algunas divergencias con respecto a la 

cepa tipo P. monteilii, además de obtener valores de 100 bootstrap. En las cepas I4-1 e I4-2, si 

bien la cepa I4-2 está separada de I4-1 y P. asiatica, en todos los genes, con MLSA se mantiene 

esta separación, pero con valores de 99 y 100 de bootstrap, lo que proporciona mayor soporte 

estadístico en sus relaciones filogenéticas. La cepa I3-3 sigue manteniendo la misma distancia 

filogenética que en los genes individuales, ubicándose con P. ceruminis, pero con un valor de 

Bootstrap de 99. Por lo que, aún persiste una diferencia filogenética considerable con su cepa tipo 

más cercana. Por otra parte, la cepa EL2-2 sigue agrupándose consistentemente con P. aeruginosa 

con un valor bootstrap de 100, al igual que en el análisis de los genes individuales, pero con una 

relación más fuerte al integrar varios genes. Mientras que Y1H-2 mantiene su relación igual que 

en los genes individuales, pero con un bootstrap más alto, lo que mantendría su consistencia en el 

clado. 
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El árbol filogenético generado por MLSA, demostró una mayor robustez y soporte filogenético, 

ya que presenta altos valores de bootstrap en comparación con los árboles de genes individuales. 

Además, proporciona mejor confiabilidad y precisión para la clasificación de las cepas de estudio. 

Si bien, el gen rpoD mostró ser el mejor marcador filogenético para Pseudomonas (16), el análisis 

de los genes concatenados presenta mejores resultados en relación a valores de bootstrap más 

elevados, así como con la claridad al diferenciar grupos en sus relaciones filogenéticas; además 

de mostrar una topología del árbol más estable. Esto indica mayor confiabilidad del análisis y 

mayor precisión para definir las relaciones evolutivas de las cepas de este estudio (82). 

 

En el caso de las enterobacterias, el análisis filogenético se basó solo en las secuencias de los 

genes 16S ARNr y gyrB. Con el primero de ellos, las cepas se agruparon en los géneros 

Citrobacter (N1A-1 y 4E), Enterobacter (I3-2, S1-1 y Y1G-1) y Escherichia (Y-01), (Figura 6). 

Sin embargo, se encontró que algunas de las especies de Enterobacter y Citrobacter están 

agrupadas en diferentes clados y algunos de estos incluyen miembros de otros géneros con mucha 

variabilidad en sus valores de bootstrap en cada ramificación. Por lo que, las asignaciones 

taxonómicas no son concluyentes. Con el marcador gyrB, las cepas se agruparon dentro de los 

géneros Citrobacter (N1A-1 y 4E), Enterobacter (I3-2, S1-1 y Y1G-1) y Shigella (Figura 7). 

Además, la topología del árbol filogenético presentó mayor robustez en comparación al gen 16S 

ARNr, proporcionando una agrupación monofilética a nivel de especie para todas las especies de 

Enterobacter. En el caso de las cepas estrechamente relacionadas del género Citrobacter, casi 

todas se agruparon en un solo clado, con algunas excepciones. Estas diferencias observadas 

indican la necesidad de utilizar otros marcadores moleculares para una identificación confiable. 

Debido a las limitaciones del gen 16S ARNr, algunas secuencias genéticas constitutivas o 

“housekeeping” han sido estudiadas como marcadores moleculares bacterianos gracias a que 

presentan mejor resolución (83). Como objetivo de este estudio, se realizó el análisis de identidad 

y filogenia en base a las secuencias de los genes de mantenimiento gyrB, rpoB y rpoD, los cuales 

permitieron confirmar la afiliación de especies bacterianas tentativas pertenecientes al género 

Pseudomonas y la familia Enterobacteriaceae. Los valores de similitud de identidad obtenidos 

mediante el análisis de cada uno de los 3 genes de mantenimiento, tuvieron una buena correlación 

en la identidad en 10 de las 12 cepas relacionadas a Pseudomonas en este estudio, ya que 

superaron el valor de corte preestablecido para considerar la identificación de especie relacionada 

al género Pseudomonas. Si bien el gen rpoD presenta mayor resolución para la identificación de 

especies de Pseudomonas (23), los genes gyrB y rpoB determinaron la misma identidad. En el 

caso de las cepas I3-3 e Y1H-2 los bajos valores similitud de secuencia en los 3 genes (≥ 96%) 

indicaría que son candidatas para ser clasificadas como nuevas especies del género Pseudomonas. 

Asimismo, para delimitar la identificación sólida de las cepas, se utilizó la técnica MLSA, ya que 
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varios estudios demostraron que al analizar secuencias concatenadas de genes de mantenimiento 

seleccionados cuidadosamente se puede considerar como una herramienta fiable y potente para 

identificar nuevas especies dentro de un género (23,84,85). Por lo que, se analizaron los genes 

concatenados 16S ARNr, gyrB, rpoB y rpoD, dando como resultado la confirmación de la 

identidad proporcionada por el análisis de los genes de mantenimiento de manera individual, 

superando el valor de corte para MLSA (≤97%), con excepción de las cepas I3-3 e Y1H-2. De 

igual manera, el análisis filogenético ubicó a las cepas como miembros del grupo P. putida y 

grupo P. aeruginosa, generando una topología del árbol muy estable junto con los valores de 

arranque. Teniendo en claro que el análisis del gen 16S ARNr es suficiente para separar géneros 

bacterianos, este no es suficiente para delimitar a nivel de especies, por lo que el estudio mediante 

MLSA sigue siendo una herramienta confiable para la delimitación de especies (12). 

 

De igual manera, mediante el análisis de secuencias del gen gyrB, 5 de 6 cepas relacionadas a la 

familia Enterobacteriaceae tuvieron una buena correlación de identidad con un porcentaje de 

identidad oscilando entre el 97% y 98% de similitud. Con excepción de la cepa Y-01 ya que según 

estudios existe dificultades para definir con exactitud el género Shigella spp (75). En el análisis 

filogenético de las cepas también determino una mejor topología del árbol gyrB, comparado con 

el gen 16S ARNr, aunque con algunas excepciones respecto a cepas tipo de Citrobacter ubicadas 

filogenéticamente en diferentes clados. 

 

En la actualidad, la expansión de la genómica y los precios más accesibles han permitido el uso 

del secuenciamiento de genoma completo en la taxonómica bacteriana de muchos aislamientos 

ambientales de Pseudomonas (84-86). Debido a la importancia ecológica de las especies de este 

género, se realizó la secuenciación de los genomas de las 12 cepas. Estas tienen un genoma de 

aproximadamente 6 Mb, un contenido de G+C entre 61.2 % y 67.2 %, número de genes entre 

5166 y 6313, características típicas de los miembros de este género (ANEXO, Tabla 18). La 

información genómica permitió realizar el análisis de ANIb, donde los resultados respaldaron las 

afiliaciones taxonómicas de las cepas en estudio con las cepas tipo estrechamente relacionadas 

del género Pseudomonas. De 10 cepas identificadas mediante MLSA, 7 llevaron a la misma 

identificación de especie mediante ANIb superando el valor de corte de >95% (Tabla 7 y Tabla 

10). Esto indica la alta correlación que tiene ANIb con los análisis de secuencias de 

mantenimiento (23). Sin embargo, se observó ambigüedades en 3 cepas estrechamente 

relacionadas a Pseudomonas alloputida, ya que la diferenciación de similitud se observó mediante 

un valor mínimo en comparación al corte preestablecido. Si bien la correlación de ANIb y MLSA 

es alta en varios estudios de Pseudomonas (23,80,87), se ha reportado casos en donde se puede 

presentar algunas limitaciones en relación a la identificación con MLSA y ANIb (16). De igual 

manera, se compararon los árboles filogenéticos MLSA y filogenómico GBDP (Figura 5 y Figura 
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8), obteniendo las mismas posiciones filogenéticas para las cepas de estudio en ambos árboles. 

Además, GBDP mostró una topología y variabilidad entre las cepas de estudio en relación a sus 

cepas tipo cercanas muy similares al árbol MLSA. Sin embargo, el árbol filogenómico presentó 

un mayor soporte estadístico gracias a sus altos valores de bootstrap. Para confirmar la 

identificación de resultados ambiguos, se realizó la hibridación digital dDDH.  Las cepas 

relacionadas a Pseudomonas alloputida presentaron valores por debajo del umbral de hibridación, 

al igual que la cepa I4-2, que resultó en un valor debajo del umbral del 70% (Tabla 11) (88).  Estos 

resultados se correlacionan con los árboles filogenéticos generados por los genes de 

mantenimiento y el árbol filogenómico. 

 

A través del uso de gyrB, rpoB, rpoD y junto con el análisis similitud y filogenia de los genomas 

de las cepas relacionadas a Pseudomonas se logró asignar de manera precisa el nombre la mayoría 

de cepas aisladas (Tabla 11), como C1-G1 y N1A-2 a P. monteilii, especie muy conocida por su 

capacidad de resistencia y volatilización a mercurio, así como a diferentes metales (89,90). C1-

J1 y Y1-F a P. juntendi, especie reportada en varios estudios como resistente a múltiples fármacos 

relacionado al ámbito de salud pública, así como resistente a algunos metales pesados (91,92). I4-

1 e I4-2 a P. asiatica, también en diversos estudios relacionada con resistencia a metales pesados 

y a antibióticos (93,94). M1C-3, S2-1 y Y1-E a P. alloputida, especie reportada en varios estudios 

en la resistencia a diferentes metales pesados y algunos antibióticos.  En el caso de las cepas I3-

3 y Y1H-2 al mostrar diferencias significativas en los análisis de este estudio, sugiere que podrían 

representarse potencialmente como nuevas especies detectadas en la región. 

En relación a la ubicuidad de las cepas identificadas de manera precisa en este estudio, las especies 

P. monteilii y P. aeruginosa se encuentran ampliamente distribuidas a nivel mundial. Estas 

especies son conocidas por su papel clave en la biorremediación de entornos contaminados, así 

como a su notable resistencia antibióticos respectivamente. En Perú, se ha reportado varios 

estudios de estas cepas, particularmente P. aeruginosa, en el ámbito clínico (95,96). Por otro lado, 

la especie P. asiatica, descubierta recientemente en Japón en 2019 (97), ha sido reportada en 

varios países asiáticos. En Sudamérica solo se ha documentado su presencia en Brasil (93). Hasta 

la fecha no existen registros sobre la identificación de esta especie en Perú, lo que resulta 

novedoso el hallazgo de esta especie en nuestra región. De igual manera la especie P. juntendi, 

identificada inicialmente en Japón (2019) y China (98,99), tampoco ha sido reportada en Perú, 

por lo que la importancia de este estudio para ampliar el rango de distribución de esta especie. 

Finalmente, la especie P. alloputida descrita primeramente en Europa en 2020. No ha sido 

reportada en Perú. Si bien hasta ahora no se ha reportado hallazgos específicos de P. alloputida, 

su relación muy cercana a P. putida gracias a su reciente reclasificación es posible que pueda 

estar distribuida en la región (87,100). 
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V.   CONCLUSIONES 

 

Al término del estudio se llegó a las siguientes conclusiones: 

  

1. El análisis de similitud y filogenético revelaron que las cepas del estudio están estrechamente 

relacionadas con cepas tipo de los géneros Pseudomonas, Enterobacter y Citrobacter. 

2. Los genes de mantenimiento gyrB, rpoB y rpoD brindan una mayor resolución en la 

identificación de especies en comparación con el gen 16S ARNr, siendo los genes rpoD y 

gyrB los de mejor resolución para Pseudomonas y enterobacterias, respectivamente.  

3. El análisis multilocus de secuencias de los genes gyrB, rpoB y rpoD proporciona mejor 

resolución y precisión en la identificación de especies de Pseudomonas en comparación al 

análisis de genes individuales. 

4. El análisis de genoma completo, junto con ANIb y dDDH, respaldan las identidades 

obtenidas mediante los genes de mantenimiento en las especies relacionadas a Pseudomonas. 
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VI.   RECOMENDACIONES 

 

1. Realizar una identificación polifásica de las cepas I3-3 e Y1H-2 que estuvieron muy 

alejadas de los valores preestablecidos mediante el análisis genético, para proponerlas 

como nuevas especies aisladas en la Región Ica. 

2. Llevar a cabo un análisis multilocus de secuencias (MLSA) para la identificación de cepas 

relacionadas a la familia Enterobacteriaceae, mediante genes conservados específicos 

para delimitar especies de los géneros Enterobacter y Citrobacter. 

3. Mejorar la información genómica de las cepas bacterianas, mediante secuenciamiento de 

cadenas largas para cerrar el genoma. 

4. Realizar estudios pangenómicos de las cepas identificadas como especies del género 

Pseudomonas para entender su diversidad genética y conocer sus usos potenciales y 

aplicaciones biotecnológicas. 
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VIII.    ANEXOS 

Figura 9. Flujograma de extracción de ADN genómico de las cepas resistentes a mercurio usando el kit comercial Gene JET (Thermo Scientific, USA).
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Figura 10. Separación electroforética en gel de agarosa (1% en TAE) de ADN 

genómico de cepas de Pseudomonas y Enterobacteriácea. Carriles: 1. C1-G1. 2. C1-

J. 3. EL2-2. 4. I3-2. 5. I3-3. 6. I4-1.  7. I4-2. 8. N1A-1. 9. N1A-2.  10. M1C-3. 11. 

S1-1. 12. S2-1. 13. Y1-E. 14. Y1-F. 15. Y1-G1. 16. Y1H-2. 17. Y-01. 18. 4E.      
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 Figura 11.  Flujograma de protocolo de amplificación mediante PCR convencional.
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Figura 12. Separación electroforética en gel de agarosa (1.5% en TAE) de productos 

amplificados por PCR convencional para los genes 16S ARNr, gyrB, rpoB y rpoD en cepa 

control Pseudomonas aeruginosa ATCC 9017 carriles: 1. Marcador de tamaño molecular de 

1 kb. 2. 16S ARNr. 3. gyrB. 4. rpoB. 5. rpoD. 6. Control negativo. 7. Blanco. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Separación electroforética en gel de agarosa (1.5% en TAE) de productos 

amplificados por PCR convencional para los genes 16S ARNr y gyrB en cepa control 

Escherichia coli ATCC BW25113. carriles: 1. Marcador de tamaño molecular de 1 kb. 2. 16S 

ARNr. 3. GyrB. 4. Control negativo. 5. Blanco 
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Figura 14. Separación electroforética en gel de agarosa (1.5% en TAE) de productos amplificados 

por PCR para el gen 16S ARNr de especies de Pseudomonas. A, carriles: 1. Marcador de tamaño 

molecular de 1 kb. 2. C1-G1. 3. C1-J1. 4. El2-2. 5. I3-3. 6. I4-1. 7. I4-2. 8. Control positivo. B, 

carriles: 1. Marcador de tamaño molecular de 1 kb. 2. M1C-3. 3. N1A-2. 4. S2-1. 5. Y1-E. 6. Y1-

F. 7. Y1H-2. 8. Control positivo. 
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Figura 15. Separación electroforética en gel de agarosa (1.5% en TAE) de productos amplificados 

por PCR para el gen gyrB de especies de Pseudomonas. A, carriles: 1. Marcador de tamaño 

molecular de 1 kb. 2. C1-G1. 3. C1-J1. 4. El2-2. 5. I3-3. 6. I4-1. 7. I4-2. 8. Control positivo. B, 

carriles: 1. Marcador de tamaño molecular de 1 kb. 2. M1C-3. 3. N1A-2. 4. S2-1. 5. Y1-E. 6. Y1-

F. 7. Y1H-2. 8. Control positivo. 

 

 

 

 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 

250 bp 

500 bp 

750 bp 
1000 bp 

1500 bp 

A 

1 2 3 4 5 6 7 8 

 

1500 bp 
 

1000 bp 

750 bp 
 

500 bp 
 

250 bp 

B 



53 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Separación electroforética en gel de agarosa (1.5% en TAE) de productos amplificados 

por PCR para el gen rpoB de especies de Pseudomonas. A) Carriles: 1. Marcador de tamaño 

molecular de 1 kb. 2. C1-G1. 3. C1-J1. 4. El2-2. 5. I3-3. 6. I4-1. 7. I4-2. 8. Control positivo. B) 

Carriles: 1. Marcador de tamaño molecular de 1 kb. 2. M1C-3. 3. N1A-2. 4. S2-1. 5. Y1-E. 6. Y1-

F. 7. Y1H-2. 8. Control positivo. 
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Figura 17. Separación electroforética en gel de agarosa (1.5% en TAE) de productos amplificados 

por PCR para el gen rpoD de especies de Pseudomonas. A) Carriles: 1. Marcador de tamaño 

molecular de 1 kb. 2. C1-G1. 3. C1-J1. 4. El2-2. 5. I3-3. 6. I4-1. 7. I4-2. 8. Control positivo. B) 

Carriles: 1. Marcador de tamaño molecular de 1 kb. 2. M1C-3. 3. N1A-2. 4. S2-1. 5. Y1-E. 6. Y1-

F. 7. Y1H-2. 8. Control positivo. 
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Figura 18. Separación electroforética en gel de agarosa (1.5% en TAE) de productos amplificados 

por PCR para el gen 16S ARNr de enterobacterias. Carriles: 1. Marcador de tamaño molecular de 

1 kb. 2. I3-2. 3. N1A-1. 4. S1-1. 5. Y-01. 6. Y1G-1. 7. 4E. 8. Control positivo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Separación electroforética en gel de agarosa (1.5% en TAE) de productos amplificados 

por PCR para el gen gyrB de enterobacterias. Carriles: 1. Marcador de tamaño molecular de 1 kb. 

2. I3-2. 3. N1A-1. 4. S1-1. 5. Y-01. 6. Y1G-1. 7. 4E. 8. Control positivo.  
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 Figura 20. Flujograma del proceso de análisis in sillico de secuencias nucleotídicas. 
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Figura 21. Visualización de cromatogramas producto de secuenciamiento por método 

Sanger. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Interfaz del programa Bioedit usado para el procesamiento y edición de 

secuencias nucleotídicas. 
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Figura 23. Interfaz de la herramienta de búsqueda de secuencias de la base de datos 

del gen 16S ARNr en la página web EzBioCloud. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Interfaz del algoritmo BLASTn en la página web de National Center for 

Biotechnology Information (NCBI). 
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Figura 25. Interfaz del programa Clustal Omega en la página web de The European 

Bioinformatics Institute (EMBL-EBI). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Interfaz del programa Mega- X para realizar el análisis de árboles 

filogenéticos. 
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Tabla 13. Matriz de identidad de porcentajes de similitud generados por la comparación de pares de secuencias nucleotídicas del gen gyrB relacionadas a especies 

del género Pseudomonas. 

Cepa (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) (22) (23) 

(1) C1J1 100 97.2 97.6 89.7 88.9 89.1 88.9 88.9 89.0 90.6 90.6 90.6 89.9 89.9 90.2 88.3 88.5 81.4 81.4 82.1 81.4 81.8 81.6 

(2) P. juntendi 97.2 100 98.7 89.7 89.2 89.4 89.3 89.3 89.4 90.6 90.6 90.6 90.4 90.4 90.8 88.6 89.0 81.3 81.2 82.3 81.4 81.8 81.6 

(3) Y1F 97.6 98.7 100 89.8 89.0 89.4 89.3 89.3 89.4 90.7 90.8 90.8 90.2 90.2 90.6 88.5 89.0 81.3 81.2 82.3 81.3 81.6 81.5 

(4) P. faucium 89.7 89.7 89.8 100 91.5 90.6 90.6 90.5 90.6 91.9 91.9 91.9 92.4 92.4 92.5 92.0 92.0 82.5 82.3 83.9 83.5 83.8 83.9 

(5) P. putida 88.9 89.2 89.0 91.5 100 92.5 92.3 92.4 92.4 92.6 92.7 92.7 92.5 92.5 92.9 89.8 90.4 81.2 81.0 82.0 81.6 81.6 81.4 

(6) P. alloputida 89.1 89.4 89.4 90.6 92.5 100 97.0 97.0 97.0 92.7 92.8 92.8 93.0 93.0 93.2 89.4 89.4 81.0 80.9 81.8 81.4 81.6 81.3 

(7) M1C3 88.9 89.3 89.3 90.6 92.3 97.0 100 99.7 99.6 93.0 93.0 93.0 93.2 93.2 93.2 89.3 89.5 81.2 81.1 81.6 81.4 81.6 81.4 

(8) S21 88.9 89.3 89.3 90.5 92.4 97.0 99.7 100 99.8 93.0 93.0 93.0 93.2 93.2 93.2 89.4 89.5 81.2 81.1 81.6 81.4 81.6 81.3 

(9) Y1E 89.0 89.4 89.4 90.6 92.4 97.0 99.6 99.8 100 93.0 93.1 93.1 93.3 93.3 93.3 89.4 89.6 81.3 81.2 81.7 81.4 81.6 81.4 

(10) P. monteilii 90.6 90.6 90.7 91.9 92.6 92.7 93.0 93.0 93.0 100 99.9 99.9 94.6 94.6 94.9 90.1 90.7 82.1 81.9 82.9 81.7 82.1 81.9 

(11) C1G1              90.6 90.6 90.8 91.9 92.7 92.8 93.0 93.0 93.1 99.9 100 100 94.7 94.7 94.9 90.1 90.8 82.1 81.9 83.0 81.8 82.1 82.0 

(12) N1A2              90.6 90.6 90.8 91.9 92.7 92.8 93.0 93.0 93.1 99.6 100 100 94.7 94.7 94.9 90.1 90.8 82.1 81.9 83.0 81.8 82.1 82.0 

(13) P. asiatica 89.9 90.4 90.2 92.4 92.5 93.0 93.2 93.2 93.3 94.6 94.7 94.7 100 100 98.6 90.3 90.9 81.8 81.7 82.6 82.0 82.2 82.0 

(14) I41 89.9 90.4 90.2 92.4 92.5 93.0 93.2 93.2 93.3 94.6 94.7 94.7 100 100 98.6 90.3 90.9 81.8 81.7 82.6 82.0 82.2 82.0 

(15) I42 90.2 90.8 90.6 92.5 92.9 93.2 93.2 93.2 93.3 94.9 94.9 94.9 98.6 98.6 100 90.6 91.2 82.3 82.2 83.0 82.3 82.5 82.3 

(16) I33    88.3 88.6 88.5 92.0 89.8 89.4 89.3 89.4 89.4 90.1 90.1 90.1 90.3 90.3 90.6 100 92.1 81.1 81.0 81.9 81.4 81.2 81.4 

(17) P. ceruminis   88.5 89.0 89.0 92.0 90.4 89.4 89.5 89.5 89.6 90.7 90.8 90.8 90.9 90.9 91.2 92.1 100 81.5 81.3 82.8 82.0 82.2 82.1 

(18) P. aeruginosa       81.4 81.3 81.3 82.5 81.2 81.0 81.2 81.2 81.3 82.1 82.1 82.1 81.8 81.8 82.3 81.1 81.5 100 99.8 89.5 88.6 89.1 89.4 

(19) EL22              81.4 81.2 81.2 82.3 81.0 80.9 81.1 81.1 81.2 81.9 81.9 81.9 81.7 81.7 82.2 81.0 81.3 99.8 100 89.4 88.5 89.0 89.4 

(20) Y1H2              82.1 82.3 82.3 83.9 82.0 81.8 81.6 81.6 81.7 82.9 83.0 83.0 82.6 82.6 83.0 81.9 82.8 89.5 89.4 100 95.0 95.5 95.6 

(21) P. delhiensis       81.4 81.4 81.3 83.5 81.6 81.4 81.4 81.4 81.4 81.7 81.8 81.8 82.0 82.0 82.3 81.4 82.0 88.6 88.5 95.0 100 97.2 97.3 

(22) P. citronellolis    81.8 81.8 81.6 83.8 81.6 81.6 81.6 81.6 81.6 82.1 82.1 82.1 82.2 82.2 82.5 81.2 82.2 89.1 89.0 95.5 97.2 100 98.6 

(23) P. humi             81.6 81.6 81.5 83.9 81.4 81.3 81.4 81.3 81.4 81.9 82.0 82.0 82.0 82.0 82.3 81.4 82.1 89.4 89.4 95.6 97.3 98.6 100 
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Tabla 14. Matriz de identidad de porcentajes de similitud generados por la comparación de pares de secuencias nucleotídicas del gen rpoB relacionadas a especies 

del género Pseudomonas. 

Cepa (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) (22) (23) 

(1) C1J1 100 99.4 99.3 95.9 95.9 95.5 95.5 95.6 96.4 96.5 96.5 96.4 96.1 96.1 94.6 94.9 95.7 87.9 87.8 88.4 87.8 87.8 87.7 
(2) P. juntendi 99.4 100 99.6 95.9 95.9 95.5 95.5 95.6 96.4 96.4 96.4 96.4 96.1 96.1 94.6 94.9 95.8 87.8 87.7 88.5 88.0 87.9 87.8 
(3) Y1F 99.3 99.6 100 95.9 95.9 95.5 95.5 95.6 96.3 96.3 96.3 96.4 96.2 96.2 94.5 94.9 95.8 87.8 87.7 88.5 88.0 87.9 87.9 
(4) P. putida 95.9 95.9 95.9 100 96.4 96.2 96.2 96.3 97.0 97.1 97.1 96.9 96.8 96.8 95.2 95.1 95.5 88.0 87.9 88.4 87.8 87.9 87.6 
(5) P. alloputida 95.9 95.9 95.9 96.4 100 98.6 98.6 98.6 97.2 97.2 97.2 97.2 96.9 96.9 95.2 95.1 95.4 88.1 88.1 88.4 87.9 88.1 87.8 
(6) M1C3 95.5 95.5 95.5 96.2 98.6 100 99.8 99.9 96.8 96.9 96.9 96.8 96.6 96.5 94.8 94.8 95.1 87.8 87.8 88.1 87.4 87.6 87.3 
(7) S21 95.5 95.5 95.5 96.2 98.6 99.8 100 99.9 96.9 96.9 96.9 96.8 96.6 96.6 94.8 94.8 95.1 87.8 87.7 88.1 87.4 87.6 87.2 
(8) Y1E 95.6 95.6 95.6 96.3 98.6 99.9 99.9 100 96.9 97.0 97.0 96.9 96.7 96.6 94.9 94.9 95.2 87.8 87.8 88.1 87.4 87.6 87.2 
(9) P. monteilli 96.4 96.4 96.3 97.0 97.2 96.8 96.9 96.9 100 99.9 99.9 97.5 97.4 97.4 95.1 95.4 95.9 88.2 88.2 88.7 87.9 88.0 87.6 
(10) C1G1              96.5 96.4 96.3 97.1 97.2 96.9 96.9 97.0 99.9 100 100 97.5 97.4 97.4 95.1 95.4 95.9 88.2 88.2 88.7 87.9 88.0 87.7 
(11) N1A2              96.5 96.4 96.3 97.1 97.2 96.9 96.9 97.0 99.9 100 100 97.5 97.4 97.4 95.1 95.4 95.9 88.2 88.2 88.7 87.9 88.0 87.7 
(12) I42 96.4 96.4 96.4 96.9 97.2 96.8 96.8 96.9 97.5 97.5 97.5 100 98.9 98.9 95.5 95.9 96.3 88.5 88.3 89.0 88.3 88.7 88.3 
(13) P. asiatica 96.1 96.1 96.2 96.8 96.9 96.6 96.6 96.7 97.4 97.4 97.4 98.9 100 99.9 95.5 95.6 96.0 88.3 88.2 88.9 88.1 88.4 88.1 
(14) I41 96.1 96.1 96.2 96.8 96.9 96.5 96.6 96.6 97.4 97.4 97.4 98.9 99.9 100 95.4 95.6 96.0 88.2 88.1 88.9 88.1 88.4 88.1 
(15) I33    94.6 94.6 94.5 95.2 95.2 94.8 94.8 94.9 95.1 95.1 95.1 95.5 95.5 95.4 100 95.9 95.7 88.2 88.1 88.5 88.0 88.2 88.0 
(16) P. ceruminis   94.9 94.9 94.9 95.1 95.1 94.8 94.8 94.9 95.4 95.4 95.4 95.9 95.6 95.6 95.9 100 96.7 88.1 88.0 88.7 88.3 88.5 88.3 
(17) P. faucium 95.7 95.8 95.8 95.5 95.4 95.1 95.1 95.2 95.9 95.9 95.9 96.3 96.0 96.0 95.7 96.7 100 88.9 88.8 89.1 88.6 88.7 88.5 
(18) P. aeruginosa       87.9 87.8 87.8 88.0 88.1 87.8 87.8 87.8 88.2 88.2 88.2 88.5 88.3 88.2 88.2 88.1 88.9 100 99.5 92.9 93.0 92.8 92.8 
(19) EL22              87.8 87.7 87.7 87.9 88.1 87.8 87.7 87.8 88.2 88.2 88.2 88.3 88.2 88.1 88.1 88.0 88.8 99.5 100 92.7 92.9 92.6 92.7 
(20) Y1H2              88.4 88.5 88.5 88.4 88.4 88.1 88.1 88.1 88.7 88.7 88.7 89.0 88.9 88.9 88.5 88.7 89.1 92.9 92.7 100 96.2 96.2 96.0 
(21) P. delhiensis       87.8 88.0 88.0 87.8 87.9 87.4 87.4 87.4 87.9 87.9 87.9 88.3 88.1 88.1 88.0 88.3 88.6 93.0 92.9 96.2 100 98.0 98.2 
(22) P. citronellolis    87.8 87.9 87.9 87.9 88.1 87.6 87.6 87.6 88.0 88.0 88.0 88.7 88.4 88.4 88.2 88.5 88.7 92.8 92.6 96.2 98.0 100 98.9 
(23) P. humi    87.7 87.8 87.9 87.6 87.8 87.3 87.2 87.2 87.6 87.7 87.7 88.3 88.1 88.1 88.0 88.3 88.5 92.8 92.7 96.0 98.2 98.9 100 
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Tabla 15. Matriz de identidad de porcentajes de similitud generados por la comparación de pares de secuencias nucleotídicas del gen rpoD relacionadas a especies 

del género Pseudomonas. 

Cepa (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) (22) (23) 

(1) I33 100 94.8 94.6 91.7 91.7 91.6 92.7 92.7 92.7 92.1 92.3 92.4 92.4 93.0 92.8 92.1 92.1 82.6 82.6 82.9 82.3 82.3 82.2 
(2) P. faucium 94.8 100 95.5 92.8 92.8 92.8 94.2 94.3 94.3 93.8 94.0 94.2 94.1 94.3 94.9 94.1 94.0 82.7 82.8 83.3 82.7 83.1 82.9 
(3) P. ceruminis 94.6 95.5 100 91.8 91.5 91.5 93.0 92.9 92.9 92.6 92.7 92.8 92.9 92.8 93.2 92.7 92.8 81.7 81.8 82.3 81.4 82.1 81.9 
(4) C1J1 91.7 92.8 91.8 100 98.4 98.5 94.3 94.3 94.3 93.7 94.2 94.2 94.1 93.8 94.9 94.0 93.9 81.5 81.5 82.3 81.7 82.1 81.9 
(5) P. juntendi 91.7 92.8 91.5 98.4 100 99.4 94.4 94.4 94.4 93.8 94.3 94.3 94.2 94.0 94.7 94.1 94.0 81.7 81.7 82.8 82.0 82.4 82.2 
(6) Y1F 91.6 92.8 91.5 98.5 99.4 100 94.4 94.4 94.4 93.7 94.1 94.1 94.0 93.9 94.8 94.0 94.0 81.7 81.7 82.4 81.8 82.2 82.0 
(7) P. monteilii 92.7 94.2 93.0 94.3 94.4 94.4 100 99.8 99.8 96.3 96.7 96.7 96.7 96.0 96.7 95.7 95.6 82.3 82.4 83.0 82.2 82.6 82.4 
(8) C1G1 92.7 94.3 92.9 94.3 94.4 94.4 99.8 100 100 96.4 96.7 96.8 96.7 96.0 96.6 95.6 95.6 82.3 82.3 82.8 82.0 82.4 82.3 
(9) N1A2 92.7 94.3 92.9 94.3 94.4 94.4 99.8 100 100 96.4 96.7 96.8 96.7 96.0 96.6 95.6 95.6 82.3 82.3 82.8 82.0 82.4 82.3 
(10) P. alloputida 92.1 93.8 92.6 93.7 93.8 93.7 96.3 96.4 96.4 100 98.4 98.3 98.2 95.7 96.1 95.5 95.5 82.2 82.2 82.7 81.9 82.1 81.9 
(11) Y1E 92.3 94.0 92.7 94.2 94.3 94.1 96.7 96.7 96.7 98.4 100 99.6 99.5 95.8 96.3 95.6 95.6 82.0 82.0 82.5 81.7 81.9 81.7 
(12) M1C3 92.4 94.2 92.8 94.2 94.3 94.1 96.7 96.8 96.8 98.3 99.6 100 99.8 95.8 96.3 95.6 95.6 82.1 82.1 82.8 81.8 82.0 81.9 
(13) S21 92.4 94.1 92.9 94.1 94.2 94.0 96.7 96.7 96.7 98.2 99.5 99.8 100 95.7 96.2 95.6 95.5 82.0 82.1 82.8 81.9 82.1 82.0 
(14) P. putida 93.0 94.3 92.8 93.8 94.0 93.9 96.0 96.0 96.0 95.7 95.8 95.8 95.7 100 96.4 95.7 95.6 82.5 82.6 82.9 82.3 82.5 82.4 
(15) I42 92.8 94.9 93.2 94.9 94.7 94.8 96.7 96.6 96.6 96.1 96.3 96.3 96.2 96.4 100 98.3 98.3 83.5 83.5 83.6 82.7 83.3 83.1 
(16) P. asiatica 92.1 94.1 92.7 94.0 94.1 94.0 95.7 95.6 95.6 95.5 95.6 95.6 95.6 95.7 98.3 100 99.95 82.7 82.7 83.1 82.1 82.8 82.7 
(17) I41 92.1 94.0 92.8 93.9 94.0 94.0 95.6 95.6 95.6 95.5 95.6 95.6 95.5 95.6 98.3 99.95 100 82.6 82.7 83.0 82.0 82.7 82.6 
(18) P. aeruginosa 82.6 82.7 81.7 81.5 81.7 81.7 82.3 82.3 82.3 82.2 82.0 82.1 82.0 82.5 83.5 82.7 82.6 100 99.9 89.4 89.3 89.3 89.3 
(19) EL22 82.6 82.8 81.8 81.5 81.7 81.7 82.4 82.3 82.3 82.2 82.0 82.1 82.1 82.6 83.5 82.7 82.7 99.9 100 89.5 89.3 89.3 89.3 
(20) Y1H2 82.9 83.3 82.3 82.3 82.8 82.4 83.0 82.8 82.8 82.7 82.5 82.8 82.8 82.9 83.6 83.1 83.0 89.4 89.5 100 95.9 96.6 96.4 
(21) P. delhiensis 82.3 82.7 81.4 81.7 82.0 81.8 82.2 82.0 82.0 81.9 81.7 81.8 81.9 82.3 82.7 82.1 82.0 89.3 89.3 95.9 100 97.7 97.6 
(22) P. citronellolis 82.3 83.1 82.1 82.1 82.4 82.2 82.6 82.4 82.4 82.1 81.9 82.0 82.1 82.5 83.3 82.8 82.7 89.3 89.3 96.6 97.7 100 99.6 
(23) P. humi 82.2 82.9 81.9 81.9 82.2 82.0 82.4 82.3 82.3 81.9 81.7 81.9 82.0 82.4 83.1 82.7 82.6 89.3 89.3 96.4 97.6 99.6 100 
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Tabla 16. Matriz de identidad de porcentajes de similitud generados por la comparación de pares de secuencias nucleotídicas de los genes concatenados (MLSA) 

relacionadas a especies del género Pseudomonas. 

Cepa (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) (22) (23) 

(1) I33              100 94.4 94.5 92.1 92.1 92.2 93.1 92.8 92.7 92.7 92.7 93.1 93.1 93.1 93.5 93.2 93.2 84.7 84.7 85.4 84.9 84.9 84.9 
(2) P. faucium          94.4 100 95.0 93.3 93.4 93.4 94.1 93.7 93.6 93.6 93.6 94.4 94.4 94.4 94.9 94.5 94.5 85.5 85.6 86.3 85.8 86.0 85.9 
(3) P. ceruminis        94.5 95.0 100 92.4 92.5 92.5 93.2 92.9 92.9 92.9 92.8 93.5 93.5 93.5 93.9 93.6 93.6 84.5 84.6 85.6 85.0 85.2 85.1 
(4) C1J1              92.1 93.3 92.4 100 98.6 98.6 93.4 93.5 93.4 93.3 93.3 94.3 94.3 94.3 94.3 93.8 93.8 84.5 84.5 85.2 84.6 84.8 84.6 
(5) Y1F               92.1 93.4 92.5 98.6 100 99.3 93.4 93.5 93.5 93.4 93.4 94.3 94.3 94.3 94.4 93.9 94.0 84.4 84.5 85.4 84.6 84.8 84.7 
(6) P. juntendi         92.2 93.4 92.5 98.6 99.3 100 93.5 93.6 93.5 93.4 93.4 94.3 94.3 94.3 94.4 94.0 94.0 84.4 84.5 85.4 84.7 84.9 84.7 
(7) P. putida           93.1 94.1 93.2 93.4 93.4 93.5 100 95.1 95.1 95.0 95.0 95.6 95.6 95.5 95.7 95.3 95.3 84.6 84.7 85.3 84.8 84.9 84.6 
(8) P. alloputida       92.8 93.7 92.9 93.5 93.5 93.6 95.1 100 98.1 98.0 98.1 95.7 95.7 95.7 95.8 95.4 95.5 84.6 84.7 85.3 84.7 84.9 84.6 
(9) Y1E               92.7 93.6 92.9 93.4 93.5 93.5 95.1 98.1 100 99.8 99.8 95.8 95.8 95.7 95.7 95.4 95.5 84.5 84.6 85.0 84.5 84.6 84.3 
(10) S21               92.7 93.6 92.9 93.3 93.4 93.4 95.0 98.0 99.8 100 99.8 95.7 95.7 95.7 95.6 95.4 95.4 84.5 84.5 85.1 84.5 84.7 84.4 
(11) M1C3              92.7 93.6 92.8 93.3 93.4 93.4 95.0 98.1 99.8 99.8 100 95.7 95.7 95.7 95.6 95.4 95.4 84.5 84.6 85.1 84.5 84.6 84.4 
(12) N1A2              93.1 94.4 93.5 94.3 94.3 94.3 95.6 95.7 95.8 95.7 95.7 100 100 99.9 96.6 96.2 96.2 85.0 85.1 85.8 84.8 85.0 84.8 
(13) C1G1              93.1 94.4 93.5 94.3 94.3 94.3 95.6 95.7 95.8 95.7 95.7 100 100 99.9 96.6 96.2 96.2 85.0 85.1 85.8 84.8 85.0 84.8 
(14) P. monteilii         93.1 94.4 93.5 94.3 94.3 94.3 95.5 95.7 95.7 95.7 95.7 99.9 99.9 100 96.6 96.2 96.2 85.0 85.1 85.8 84.8 85.0 84.8 
(15) I42 93.5 94.9 93.9 94.3 94.4 94.4 95.7 95.8 95.7 95.6 95.6 96.6 96.6 96.6 100 98.7 98.7 85.4 85.5 86.1 85.3 85.7 85.4 
(16) I41 93.2 94.5 93.6 93.8 93.9 94.0 95.3 95.4 95.4 95.4 95.4 96.2 96.2 96.2 98.7 100 100 85.0 85.1 85.7 85.0 85.3 85.1 
(17) P. asiatica         93.2 94.5 93.6 93.8 94.0 94.0 95.3 95.5 95.5 95.4 95.4 96.2 96.2 96.2 98.7 100 100 85.0 85.1 85.8 85.0 85.4 85.1 
(18) EL22              84.7 85.5 84.5 84.5 84.4 84.4 84.6 84.6 84.5 84.5 84.5 85.0 85.0 85.0 85.4 85.0 85.0 100 99.7 91.0 90.8 90.9 91.0 
(19) P. aeruginosa       84.7 85.6 84.6 84.5 84.5 84.5 84.7 84.7 84.6 84.5 84.6 85.1 85.1 85.1 85.5 85.1 85.1 99.7 100 91.1 90.9 90.9 91.0 
(20) Y1H2              85.4 86.3 85.6 85.2 85.4 85.4 85.3 85.3 85.0 85.1 85.1 85.8 85.8 85.8 86.1 85.7 85.8 91.0 91.1 100 95.8 96.1 96.0 
(21) P. delhiensis       84.9 85.8 85.0 84.6 84.6 84.7 84.8 84.7 84.5 84.5 84.5 84.8 84.8 84.8 85.3 85.0 85.0 90.8 90.9 95.8 100 97.7 97.8 
(22) P. citronellolis    84.9 86.0 85.2 84.8 84.8 84.9 84.9 84.9 84.6 84.7 84.6 85.0 85.0 85.0 85.7 85.3 85.4 90.9 90.9 96.1 97.7 100 99.0 
(23) P. humi             84.9 85.9 85.1 84.6 84.7 84.7 84.6 84.6 84.3 84.4 84.4 84.8 84.8 84.8 85.4 85.1 85.1 91.0 91.0 96.0 97.8 99.0 100 
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Tabla 17. Matriz de identidad de porcentajes de similitud generados por la comparación de pares de secuencias nucleotídicas del gen gyrB relacionadas a 

Enterobacterias. 

Cepa (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) (22) (23) 

(1) C.europaeus    100 94.5 95.3 95.6 96.0 95.4 87.9 87.9 87.7 87.6 87.7 88.0 86.6 86.5 87.1 86.5 87.3 86.9 87.3 86.2 87.0 86.6 86.9 

(2) C.braakii 94.5 100 95.2 96.1 95.9 95.3 89.3 89.5 89.4 89.4 89.3 89.6 88.0 87.7 88.3 87.6 88.3 87.8 87.6 87.5 88.3 87.9 88.0 

(3) 4E   95.3 95.2 100 97.9 96.6 96.6 88.1 88.0 88.0 87.9 87.6 87.9 87.8 87.3 87.9 87.1 87.7 87.5 88.1 87.4 88.0 88.0 88.1 

(4) C.portucalensis                     95.6 96.1 97.9 100 96.6 96.9 88.8 89.0 88.6 88.6 88.5 88.8 88.4 88.0 88.8 88.0 88.7 88.5 88.8 88.3 89.0 88.7 88.8 

(5) C.freundii 96.0 95.9 96.6 96.6 100 97.6 89.0 88.9 88.6 88.6 88.7 89.0 88.1 87.9 88.5 87.6 88.5 88.0 87.7 87.5 88.3 87.7 88.0 

(6) N1A-1 95.4 95.3 96.6 96.9 97.6 100 89.0 88.9 88.5 88.5 88.4 88.7 88.5 87.9 88.8 88.0 88.7 88.5 87.7 88.3 88.7 88.3 88.6 

(7) E.fergusonii          87.9 89.3 88.1 88.8 89.0 89.0 100 96.6 95.8 96.5 96.1 96.4 89.2 89.6 90.2 89.8 89.8 89.6 87.9 88.3 88.3 88.4 88.3 

(8) E.coli       87.9 89.5 88.0 89.0 88.9 88.9 96.6 100 97.8 98.4 98.3 98.7 89.6 90.1 90.3 89.4 89.9 89.7 88.3 88.8 89.0 89.0 88.9 

(9) S.flexneri              87.7 89.4 88.0 88.6 88.6 88.5 95.8 97.8 100 98.9 98.3 98.6 88.8 89.5 89.4 88.8 89.0 88.8 88.1 88.6 88.9 88.9 88.8 

(10) S.boydii               87.6 89.4 87.9 88.6 88.6 88.5 96.5 98.4 98.9 100 99.2 99.5 89.0 89.9 89.7 89.4 89.6 89.4 88.4 88.8 88.9 88.9 88.8 

(11) S.sonnei              87.7 89.3 87.6 88.5 88.7 88.4 96.1 98.3 98.3 99.2 100 99.6 88.9 90.1 89.6 89.4 89.7 89.5 88.3 88.6 88.7 88.6 88.5 

(12) Y-01              88.0 89.6 87.9 88.8 89.0 88.7 96.4 98.7 98.6 99.5 99.6 100 89.3 90.3 90.0 89.7 90.0 89.8 88.5 88.8 88.9 89.0 88.9 

(13) E.bugandensis              86.6 88.0 87.8 88.4 88.1 88.5 89.2 89.6 88.8 89.0 88.9 89.3 100 94.3 95.3 95.0 95.5 95.5 92.1 94.0 94.2 94.1 94.4 

(14) E.hormaechei. subsp. hoffmannii         86.5 87.7 87.3 88.0 87.9 87.9 89.6 90.1 89.5 89.9 90.1 90.3 94.3 100 95.9 96.1 96.6 96.6 93.4 93.5 94.0 94.3 94.2 

(15) Y1G1 87.1 88.3 87.9 88.8 88.5 88.8 90.2 90.3 89.4 89.7 89.6 90.0 95.3 95.9 100 96.9 97.4 97.4 92.6 93.0 93.3 93.4 93.6 

(16) E.hormaechei. subsp. hormaechei         86.5 87.6 87.1 88.0 87.6 88.0 89.8 89.4 88.8 89.4 89.4 89.7 95.0 96.1 96.9 100 98.0 98.7 92.2 92.9 93.6 93.6 93.7 

(17) E.hormaechei. subsp. oharae      87.3 88.3 87.7 88.7 88.5 88.7 89.8 89.9 89.0 89.6 89.7 90.0 95.5 96.6 97.4 98.0 100 99.0 92.7 93.2 93.7 93.9 93.8 

(18) E. hormaechei. subsp. 

xiangfangensis 86.9 87.8 87.5 88.5 88.0 88.5 89.6 89.7 88.8 89.4 89.5 89.8 95.5 96.6 97.4 98.7 99.0 100 92.7 93.4 93.9 94.3 94.2 

(19) E. huaxiensis       87.3 87.6 88.1 88.8 87.7 87.7 87.9 88.3 88.1 88.4 88.3 88.5 92.1 93.4 92.6 92.2 92.7 92.7 100 93.3 94.0 94.0 94.3 

(20) E. asburiae 86.2 87.5 87.4 88.3 87.5 88.3 88.3 88.8 88.6 88.8 88.6 88.8 94.0 93.5 93.0 92.9 93.2 93.4 93.3 100 97.3 97.0 96.9 

(21) E.mori 87.0 88.3 88.0 89.0 88.3 88.7 88.3 89.0 88.9 88.9 88.7 88.9 94.2 94.0 93.3 93.6 93.7 93.9 94.0 97.3 100 98.4 98.7 

(22) I3-2    86.6 87.9 88.0 88.7 87.7 88.3 88.4 89.0 88.9 88.9 88.6 89.0 94.1 94.3 93.4 93.6 93.9 94.3 94.0 97.0 98.4 100 98.9 

(23) S1-1             86.9 88.0 88.1 88.8 88.0 88.6 88.3 88.9 88.8 88.8 88.5 88.9 94.4 94.2 93.6 93.7 93.8 94.2 94.3 96.9 98.7 98.9 100 
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Figura 27. Flujograma del proceso de secuenciamiento y análisis de datos genómicos de cepas de Pseudomonas resistentes a mercurio. 
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Figura 28. Secuenciador genómico de próxima generación MiSeq Illumina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Interfaz del programa FastQC para ver la calidad de secuenciamiento 

genómico. 
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Figura 30. Interfaz del programa QUAST para observar calidad de ensamblaje 

genómico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Listado de genes generado por el anotamiento de genes mediante Prokka. 
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Figura 32. Interfaz de la herramienta ANI calculator para calcular la identidad 

promedio de nucleótidos genómicos en la página web Jspecies. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Interfaz del servidor de genomas de cepas tipo (TYGS) para los análisis 

filogenómicos.  
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Tabla 18. Características genómicas de 12 cepas de Pseudomonas resistentes a mercurio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: programas QUAST y Prokka

Cepa 
Tamaño del 

genoma (pb) 
Valor N50 Número de contigs G+C contenido (%) Genes  ARNt 

C1-G1 6,005,978 141164 129 61.6 5501 71 

C1-J1 5,568,852 31058 351 62.1 5244 78 

EL2-2 5,387,378 56370 236 64.4 5432 65 

I3-3 5,884,931 158084 86 61.6 5423 71 

I4-1 6,083,510 50501 225 62.4 5620 77 

I4-2 5,783,125 22395 498 63.3 5233 78 

M1C-3 5,879,436 68230 195 61.4 5349 86 

N1A-2 6,137,259 56000 223 61.5 5619 72 

S2-1 5,933,297 61830 217 61.2 5460 79 

Y1-E 5,944,363 75296 187 61.2 5461 81 

Y1-F 5,519,384 56266 202 62.4 5166 77 

Y1H-2 6,870,102 43394 287 67.2 6313 76 
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